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Zur Kenntnis der Athylsulfidbildung. II. 


Von 


 Anast. A. Christomanos. 





(Aus der Biochemischen Abteilung der Univ.-Frauenklinik Louros, Athen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mai 1934.) 


Vor nicht langer Zeit hat Wohlgemuth’) in dieser Zeit- 
shrift, sich auf theoretische Erwigungen stiitzend, die von uns 
angenommene und in einer Reihe experimenteller Arbeiten?) be- 
wiesene intermediire Bildung des Athylsulfids abgelehnt. Nach 
Wohlgemuth entsteht Athylsulfid als EiweiBspaltprodukt im 
Darm und wiirde dementsprechend in enger Beziehung zur 
hakteriellen Darmfiulnis stehen. Demgegeniiber haben unsere 
ilteren Arbeiten gezeigt, daB die Bildung des Athylsulfids nicht 
mit der Darmfiaiulnis in Verbindung zu bringen ist. Fleisch und 
eiweiBreiche Nahrung erhéhen nach unseren eigenen experi- 
mentellen Ergebnissen und nach denen anderer Autoren die 
KiweiBfaiulnis im Darm’), wihrend eiweiBarme Kost sie vermindert. 
Diesen Ergebnissen verhalt sich die Athylsulfidausscheidung 
diametral entgegengesetzt. Wir haben versucht, die Menge der 
Esterschwefelsiuren zu bestimmen, um dadurch ein Ma8 der 
bakteriellen Zersetzung im Darm zu erhalten, obwohl wir uns 
bewuBt waren, daB die Bestimmung der Esterschwefelsiuren nur 
ein ungefahres Ma8B bedeutet, da nur ein bestimmter Teil der 
Phenole usw. mit Schwefelsiure gepaart wird, und, was ja viel 
Wichtiger ist, daB nur ein gewisser Prozentsatz der KEster- 
schwefelsiuren des Harns ihre Entstehung der Darmfiulnis ver- 
dankt. 


_—_— 





1) Diese Z. 221, 207 (1933). 
*) Diese Z. 198, 185 (1931); 217, 177 (1933); Klin. Wschr. 11, Nr. 6, 
8.177 (1932). 
*) Biernatzky, Dtsch. Arch. klin. Med. 49, 87 (1892). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXY. 15 
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Folin’) betont mit Recht, daB weder die absolute Menge 
der Esterschwefelsiuren im Harn, noch ihre relative Menge zun 
Gesamtschwefel als Ma8 fiir die Darmfaulnis gelten kann’), 

Da wir nun auf Grund unserer Alteren Arbeiten auf dey 
Standpunkt stehen, daB die Athylsulfidbildung als intermediiy 
zu betrachten ist, haben wir zwei neue Reihen von Versuchey 
angestellt. In der ersten Reihe haben wir Hunde, bei denen die 
Athylsulfidausscheidung bei eiwei8reicher bzw. eiweiBarmer Kost 
bestimmt wurde, unter gleichzeitigen Thyreoidin- und Adrenalin. 
gaben stark unterernihrt mit dem Zweck, kérpereigenes Hiweif 
in erhéhtem Grade abbauen zu lassen‘). 

Bei der zweiten Reihe von Hunden haben wir den Darn 
vom Magenpylorus bis zum Sphincter ani reseziert und gleich. 
zeitig die Blase entleert. Die von der Versuchszeit bis zum 
Tode des Tieres ausgeschiedene Harnmenge (der Tod erfolgte in 
etwa 15 Stunden) wurde auf Athylsulfid untersucht. 

Die Methodik der Athylsulfidbestimmung ist in den friiheren Ar 


beiten*) beschrieben. Es sind nur kleinere Anderungen vorgenommen 
worden, so wurde z. B. anstatt Kalkmilch 30°/,ige NaOH-Lésung ge- 


nommen. 

Es seien die Ergebnisse zweier Hundeversuche aufgefiihrt, 
bei denen die Hunde in jeweils 10 Tage dauernden Perioden, die 
voneinander durch ein IJntervall von je einer Woche getrennt 
waren, zuerst mit Brot, in der zweiten Periode mit rohem Rind- 
fleisch gefiittert wurden. In der dritten Periode bekamen die 
Hunde tiaglich eine Suppe, bestehend aus 20g Brot und 2 Wiirfeln 
Knorrs Fleischextrakt. Diesem Essen wurden tiglich 3 g Thyreoidin 
in Tablettenform (10 Tabletten ,, Wellcome“ mit je 0,3 g Thyreoidin) 
zugesetzt. Gleichzeitig wurde dem Hund subcutan 1 mg Adrenalin 
eingespritzt. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Tabelle 
angegeben. Aus ihr ist ersichtlich, daB die Athylsulfidausscheidung, 
wie schon friiher gefunden, in der eiweiBreichen Periode geringet 
ist. Dagegen war diese in der Zeit der Unterernihrung des 
Hundes, in der die Tiere an Gewicht stark einbiBten, erheblich 
erhéht. Diese Vermehrung der Athylsulfidausscheidung beweist 





1) Amer. J. Physiol. 13, 66 (1913). 

2) Garrod u. Hopkins, Guys Hosp. Rep. 21, 424 (1907). 

3) Freund-Grafe, Arch. f. exper. Path. 93, 285 (1922); Trendelen- 
burg, Die Hormone, Bd. 1, S. 307, Springer, Berlin 1927. 

‘) Vgl. Anm. 2, 8. 211. 





Tabelle. 
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nach unserem Erachten seine beim Gewebszerfall vor sich gehende 
Bildung. 

Diese Annahme wird auch weiterhin gestiitzt durch die Be. 
funde, die bei der Entdarmung der Hunde gewonnen wurden, 
Denn in dem Harne zweier so behandelter Hunde wurde da; 
eine Mal in 65 ccm Harn 2 mg, das andere Mal in 59 ccm Ham 
2,5 mg Athylsulfid festgestellt, also Mengen, die unter Beriick. 
sichtigung der Zeitdauer des Versuches, der GréBenordnung nach 
mit den in der Tabelle aufgefiihrten iibereinstimmen. Da der 
Organismus dieser Hunde keinen Darm mehr besaB, konnte da; 
Athylsulfid nur mehr aus dem Gewebe stammen. 

Die beiden angegebenen Tatsachen kénnen nun als Bewei 
fiir die Athylsulfidbildung im intermediaren Stoffwechsel an. 
gesehen werden. Es ist wohl theoretisch méglich, darauf habe 
ich schon in meiner vorigen Verdéffentlichung hingewiesen, dai 
geringe Mengen Athylsulfid im Darm entstehen kénnen, sein 
Hauptursprungsort ist aber sicher nicht in den Darm zu ver. 
legen. Ks wiirde tbrigens iuSerst merkwirdig anmuten, wem 
nur die im Hundedarm lebenden Bakterien Athylsulfid bilden 
kénnten, und daB andere Tiere, wie z. B. der Mensch, selbst bei 
abnormen Darmgiirungen kein Athylsulfid bilden. 
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Uber die Isolierung der Auxine a und b 
aus pflanzlichen Materialien. 


9, Mitteilung itiber pflanzliche Wachstumsstoffe}). 


Von 


Fritz Kégl, Hanni Erxleben und A. J. Haagen-Smit. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universitat Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1934.) 


Im Anfang unserer Studien iiber ,den pflanzlichen Wuchs- 
stoff* haben wir mit Graskoleoptilen — dem klassischen Studien- 
objekt der botanischen Wuchsstofforschung — nur einige orien- 
tierende Versuche gemacht; als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung 
eines bei der Wentschen Testreaktion wirksamen Phytohormons 
verwendeten wir menschlichen Harn, der hierzu die giinstigsten 
Voraussetzungen bot. Nachdem die Reindarstellung des Wuchs- 
stofis aus Harn zu dem gewiinschtep Erfolg gefiihrt hatte, war 
es selbstverstandlich, nunmehr auch die Isolierung des wirksamen 
Prinzips aus pflanzlichem Material anzustreben. In unserer 
4, Mitteilung?) ist bereits angegeben worden, welche Material- 
mengen man bei der Verwendung von Rhizopus reflexus, Bazillus 
coli oder Hefe verarbeiten miiBte. 

In der Zwischenzeit sind wir durch die in der 7. Mitteilung*) 
beschriebenen Diitversuche auf den Wuchsstoffgehalt der Ole und 
Fette aufmerksam geworden. Das fiir diese Versuche zunichst 
verwendete Salatél (Arachisél) enthielt Wuchsstoffester, die durch 
Kochen mit verdiinnter Saéure, sowie durch Einwirkung von 
Pankreas- oder Ricinuslipase verseift werden konnten. Da die 
Durchfiihrung dieser Verseifungen in technischem MaBstabe un- 
befriedigend blieb, wurde versucht, durch Spaltung mit Natrium- 
ithylat zu einem brauchbaren Verfahren zu gelangen. Im Laufe 


') 8. Mitt., Diese Z. 220, 162 (1933); vgl. auch Z. angew. Chem. 46, 469 
(1933) (Vortrag in Wiirzburg am 9. 6. 33), sowie British Association Report, 
1933, S. 600 (Vortrag in Leicester am 8. 9. 33). 

*) Diese Z. 214, 241 (1933) und zwar S. 245, 

*) Diese Z. 220, 137 (1933) und zwar S. 152. 
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dieser Arbeiten wurden natiirlich auch zahlreiche andere Samenile 


untersucht, und zwar Weizenmehlél, kaltgeschlagenes Arachisi], 


rohes kaltgeschlagenes Arachisél, rohes ErdnuBél, raffinierte; f 


ErdnuBél, raffiniertes Sonnenblumenél, rohes Sonnenblumeni), 
rohes Senfél, kaltgeschlagenes Leinél, rohes Leinél und rohe; 
Maisél. Zu unserer Uberraschung enthielt das rohe Maisél un. 
gebundenen pflanzlichen Wuchsstoff, und zwar etwa 8mal mehr 
als wir im Arachisél und den anderen Samenélen nach der Spal. 
tung antrafen. Wir haben daraufhin eine gréBere Menge diese; 
Maiséls von der Firma T. Duyvis, Koog a. d. Zaan?) bezogen, das 
mit Wasser extrahiert wurde; aus einem Kilogramm OI konnter 
auf diese Weise 600—700 y Wuchsstoff erhalten werden. Be. 
merkenswerterweise sind die nach der Verseifung nachzuweisenden 
Wuchsstoffmengen wesentlich geringer, es scheinen hierbei als 
durchwegs betrichtliche Verluste aufgetreten zu sein. 

Der Gang der Reindarstellung folgte im wesentlichen den 
fiir Harn ausgearbeiteten Verfahren. Bei der Trennung mit 
Bicarbonat wurde eine Siurefraktion erhalten, die nach der 
biologischen Auswertung bereits 13 mg Wuchsstoff im Gramm 
enthielt. Nach der Behandlung mit Petrolither und Ligroin 
konnte die Fraktionierung iiber Benzol in Anbetracht der guten 
Anreicherung unterbleiben und unmittelbar die Bleisalz- und 
Calciumsalzfallung vorgenommen werden. Wahrend die Lactoni- 
sierung entsprechender Harnfraktionen ohne nennenswerten Verlust 
durchgefiihrt werden konnte, fiel uns hier auf, daB die Wirksamkeit 
der Lactonfraktion auf 50°/, zuriickgegangen war, eine Beob- 
achtung, auf die wir hernach noch zuriickkommen. Die aktiven 
Rohéle wurden zweimal im Hochvakuum (etwa 0,01 mm) fraktio- 
niert, wobei die wirksamsten Anteile zwischen 115—120° iiber- 
gingen, also erheblich niedriger als die entsprechenden Harn- 
fraktionen. Die Krystallisation erfolgte noch triiger, als bei den 
hochaktiven Olen aus Harn; am besten hat es sich bewihrt, die 
Kélbchen wiederholt in eine Ather—Kohlensaure-Kiltemischung 
zu bringen, bis sich nach drei bis sieben Tagen die aktiven 
Krystalle ausscheiden. 

Zunichst wurde aus einer nur einmal destillierten Neben- 
fraktion ein aktives Krystallisat erhalten, das nach Schmelz- 
punkt (195°), Mischschmelzpunkt, Analyse und physiologischer 





1) Wir sind den Herren dieser Firma, insbesondere Herrn Dr. Boeken- 
oogen, fiir das erwiesene Entgegenkommen sehr zu Dank verpflichtet. 
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' Wirksamkeit identisch war mit dem aus Harn isolierten Priparat. 


Die niedriger siedenden, aktivsten Fraktionen lieferten ein bei 183° 
unter Zers. schmelzendes Krystallisat, das wie das erste eine 
Wirksamkeit von durchschnittlich 50 Milliarden AE pro Gramm 
besab. Wir haben diesen neuen pflanzlichen Wuchsstoff Auxin-b 
genannt, wihrend das zuerst aus Harn isolierte Krystallisat die 
Bezeichnung Auxin-a erhielt. 

Aus einer Charge von 16kg Maisél konnten 15mg Auxin-a 
und 15mg Auxin-b (im Rohkrystallisat) erhalten werden. Nach 
dreimaligem Umkrystallisieren (bis zum konstanten Zersetzungs- 
punkt und zur konstanten Wirksamkeit) hatten wir noch 6 mg 
Auxin-b in Hinden. In qualitativen Versuchen konnte noch 
nachgewiesen werden, da8 Auxin-b eine ungesittigte Siure ist. 
Im iibrigen wurde es durch die Bestimmung der spezifischen 
Drehung (Mutarotation bis zu einer Enddrehung von [a]?° = — 2,8°) 
charakterisiert. 

Nachdem insgesamt 32 kg Maisél verarbeitet waren, haben 
wir die unliebsame Entdeckung gemacht, daB unser Ausgangs- 
material in der Zwischenzeit nahezu inaktiv geworden war, wie 
dies schon friiher — allerdings nur bei hochgereinigten Produkten 
und Krystallisaten von Auxin-a — beobachtet worden ist. Unsere 
Bemiihungen, im vergangeren Jahre aus unserer friiheren oder 
aus einer anderen Bezugoa ‘lle ein ahnlich aktives Maisél zu 
erhalten, blieben erfolglos. 

Es war nunmebhr unser Bestreben, uns von den Zufilligkeiten 
der Vorbehandlung und des Alters der Handelsélsorten unabhingig 
zu machen. Da die Hauptmenge des Maiséls vermutlich aus den 
Keimen stammt, lag es nahe, den Auxingehalt der Cerealien, 
z. B. der Gerste, wahrend der Keimung zu priifen. Bei un- 
gekeimter Gerste (22 Sorten) fanden wir zwischen 0—43 y Auxine 
pro Kilogramm (Mittelwert 5 7); waihrend der Keimung nahm der 
Gehalt in den meisten Fallen vom ersten bis zum fiinften Tage 
zu, und zwar beobachteten wir einen maximalen Wert von 420 y 
pro Kilogramm. Natiirlich haben wir auch zahlreiche technische 
Malzproben (36 Sorten) untersucht, die aus hollindischen, deutschen, 
tschechoslowakischen und britischen Malzereien') stammten. Der 
Auxingehalt dieser Malzsorten schwankte im allgemeinen zwischen 
0—540 y pro Kilogramm (Mittelwert 103 7). 

) Wir méchten vor allem den Herren von Heineken’s Bierbrouwerii 


in Rotterdam und der Phoenix-Brouwerij in Amersfoort fiir die freundliche 
Uberlassung von Malzsorten verbindlichst danken. 
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Merkwiirdigerweise fanden wir eine (bei den Durchschnitts. 


zahlen nicht beriicksichtigte) Malzsorte, deren Auxingehalt 10 bis | 


13 mg pro Kilogramm betrug, also den Durchschnittswert etwa 
um das 100fache ibertraf; soweit sich feststellen lieB, war diese 
Malzsorte ebenso wie die einzige, ahnlich gute (2,6 mg pro Kilo. 
gramm), die wir ein Jahr spiter auffanden, britischer Herkunft, 
In Vorversuchen hatte sich gezeigt, daB die Hauptmenge der 
Auxine in freier Form vorliegt, und aus dem Malzmehl am 
besten mit Wasser extrahierbar ist. Fir die Aufarbeitung in 
technischem MaBstabe haben wir das Malzmehl in fiinf Stufen 
ausgezogen, so daB jeweils der konzentrierteste Extrakt auf das 
frisch hinzugekommene Malzmeh! traf, ein Verfahren, das z.B. in der 
Zuckerindustrie iiblich ist. Die iiberstehenden, wiBrigen Schichten 
lieBen sich bequem abhebern, so dab das listige bzw. kaum durch- 
fihrbare Filtrieren villig umgangen werden konnte. Die Ather- 
extrakte wurden im wesentlichen in der oben beschriebenen Weise 
aufgearbeitet. 

Im ganzen konnten wir 160 kg der beiden hochwertigen 
Malzsorten verarbeiten und haben daraus 238 mg krystallisiertes 
Auxin-b und 7 mg Auxin-a isoliert. Beim Maisél waren wir 
nach 300000 facher Anreicherung zu den aktiven Krystallisaten 
gekommen; beim Malz war bei der ersten Sorte eine 100000 fache, 
bei der zweiten eine 400000 fache Anreicherung erforderlich, die 
Zahlen stimmen also in der GréSenordnung iiberein. 

In erster Linie wurde das neue Krystallisat von Auxin-) 
durch sechsmaliges Umkrystallisieren aus verschiedenen Lésungs- 
mitteln unter jeweiliger Kontrolle von Zersetzungspunkt, optischer 
Drehung und physiologischer Wirksamkeit auf Einheitlichkeit 
gepriift, wobei nach dreimaligem Umkrystallisieren keine Ver- 
anderungen mehr nachweisbar waren. Aus den gesamten LHigen- 
schaften, sowie aus dem Mischschmelzpunkt folgte weiterhin mit 
Sicherheit die Identitit des Krystallisats von Auxin-b aus Maisél 
mit jenem aus Malz. Die Mikroanalysen wurden von Krystalli- 
saten aus verschiedenen Aufarbeitungen durchgefiihrt; sie fiihrten 
zusammen mit dem Ergebnis der Titration zu den Formeln 
C,,H,,0, bzw. C,,H,,0,; die zweite Formel ist erst durch die 
Analysen der funktionellen Derivate auszuschlieBen gewesen. Hine 
Molekulargewichtsbestimmung von Auxin-b nach Rast war wegen 
der Zersetzlichkeit beim Schmelzpunkt des Camphers nicht durch- 
zufiihren. Auxin-b ist somit isomer mit Auxin-a-lacton, von 
diesem aber schon durch die Siurenatur sicher verschieden. 
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Leider war es uns wegen der groBen Kostbarkeit des Auxin-b 


- nicht méglich, soviel Material fiir die Darstellung von funktionellen 


Derivaten zu verwenden, wie es eigentlich wiinschenswert gewesen 


_ wire. Es wurde zunichst der p-Phenyl-phenacylester dargestellt, 


dem nach der Analyse und der Molekulargewichtsbestimmung 
nach Rast die Formel C,,H,,O, zukommt. Das dritte der vier 
Sauerstoffatome trafen wir in einer Ketogruppe an: Auxin-b 
gibt ein krystallisiertes Semicarbazon der Formel C,,H,,0,N, und 
bei der Behandlung mit Methanol—Chlorwasserstoff eine neutrale, 
krystallisierte Verbindung C,,H,,0,, die wir als Lacton des 
Dimethyl-acetals auffassen. Mit diesem Derivat ist gleichzeitig 
auch die Anwesenheit einer Hydroxylgruppe angezeigt; aus dem 


_ Verlauf der Mutarotation von Auxin-b vermuten wir, daB dieses 


Hydroxyl ebenso wie das entsprechende des Auxin-a in d-Stellung 
zum Carboxyl steht. SchlieBlich kénnen wir auch noch eine 
Angabe iiber die relative Lage des Carbonyls zur Carboxylgruppe 
machen. Beim Schmelzpunkt spaltet Auxin-b stiirmisch CO, ab 
und geht hierbei in ein Neutralprodukt iiber; dieses Verhalten 
ist am einfachsten so zu deuten, daB in Auxin-b eine f-Keto- 
siure vorliegt. Auxin-b gibt keine Eisenchloridreaktion, die 
Carbonylgruppe scheint also nicht nennenswert enolisiert zu sein. 

Wie die Proben mit Permanganat und Tetranitromethan bereits 
von Anfang an zeigten, hat Auxin-b ungesittigten Charakter. 
Wihrend Auxin-a bei der katalytischen Hydrierung mit Platin- 
oxyd—Platinschwarz nur ein Mol Wasserstoff addierte, wurden 
von Auxin-b zwei Mol aufgenommen. Das Hydrierungsprodukt 
C,,H,,0, gibt keine Reaktion mit Kaliumpermanganat und Tetra- 
nitromethan, und da es auch nicht méglich war, noch ein Semi- 
carbazon daraus darzustellen, ist zu folgern, daB neben einer 
Doppelbindung auch die Carbonylgruppe abgesittigt worden ist. 
Wie beim Auxin-a haben wir also auch bei unserem zweiten 
Phytohormon einen Kohlenstoffring im Molekiil. 

Die physiologische Priifung nach der Wentschen Testreaktion 
ergab, daB alle die genannten Derivate des Auxin-b vollig un- 
wirksam sind, so z. B. auch das Lacton des Dimethyl-acetals. 
Damit konnte nachtriglich erklirt werden, warum bei der Ver- 
wendung pflanzlichen Ausgangsmaterials die in einer der letzten 
Reinigungsstufen durchgefiihrte Behandlung mit Methanol—Chlor- 
wasserstoff mit starkem oder vélligem Verlust der physiologischen 
Wirksamkeit einherging. Auxin-a wird in dieser Stufe in das 
physiologisch gleich aktive Lacton umgewandelt; Auxin-b bildet 
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dagegen das inaktive Lacton des Dimethyl-acetals, das erst durch 
die Hochvakuumdestillation bzw. beim Aufbewahren der Destillate 
(vermutlich durch die Wirkung von Begleitstoffen) wieder zy 
aktivem Auxin-b hydrolysiert wird. 

Die Krystallisate von Auxin-b werden ebenso wie jene yon 
Auxin-a nach einigen Monaten inaktiv. Uber diese merkwiirdige, 
wahrscheinlich durch eine Isomerisierung verursachte Selhbst- 
inaktivierung der Auxine wird spiter na&her berichtet werden, 

Nach allen Eigenschaften der beiden Auxine war auf ihre 
nahe strukturelle Verwandtschaft zu schlieBen. Es ist bisher 
noch nicht gelungen, die beiden Phytohormone experimentell 
ineinander iiberzufiihren. Wohl aber konnte aus beiden Ver- 
bindungen durch Abbau mit Kaliumpermanganat in sodaalkali- 
scher Lésung eine Dicarbonsiure C,,H,,O, isoliert werden, die in 
beiden Fallen auch die gleiche optische Drehung aufwies. Die 
Doppelbindung diirfte sich also bei beiden Verbindungen an der- 
selben Stelle befinden. 

Anhangsweise fiihren wir im experimentellen Teil noch einige 
Daten iiber die Spreitung der beiden Auxine in monomolekularer 
Schicht an. Diese Daten lagen den Betrachtungen zugrunde, die 
der eine von uns in einem Vortrag’) iiber den Wuchsstofftransport 
in der Pflanze ausgesprochen hat. Wir beniitzen die Gelegenheit, 
um Herrn Prof. Gorter, Leiden, fiir die freundliche Aufnahme 
zu danken, die er der Mitverf. zur Erlernung der Spreitungs- 
methodik in seinem Laboratorium gewihrt hat. 

Der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, sind wir 
fiir mannigfache Unterstiitzung sehr zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 


Verseifung der Auxinester des Arachisdls mit Natriumiathylat. 
100 g Salatél wurden mit 175 ccm absolutem Alkohol und 175 ccm 
Natriumathylatlésung (5 g Natrium in 100 ccm Alkohol) 31/, Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei schieden sich all- 
mihlich die fettsauren Natriumsalze aus. Sie wurden abgenutscht 
und griindlich mit Alkohol und Ather nachgewaschen und dann 
verworfen, da es sich herausstellte, daB sie nach der Zerlegung 
nur wenig Auxin enthielten (nimlich 2—7°/, der Gesamtmenge). 
Das Filtrat der Natriumsalze wurde mit verdiinnter Salzsiure 
angesiuert, auf etwa 1/,—1/, seines Volumens eingeengt und 





1) Naturw. 21, 19 (1933). 
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ausgeathert. Nach der Fraktionierung der Atherischen Lésung 
mit Bicarbonat enthielt der saure Anteil (20 g) noch etwa 
55—70°/, der vorhandenen Auxinmenge. Zur weiteren An- 
reicherung wurde das Rohél 10—15mal griindlich mit 5—10 ccm 
Wasser ausgeschiittelt, die gesammelten waBrigen Ausziige an- 
gesiiuert und ausgeithert. Nunmehr betrug der Riickstand 
150—250 mg und enthielt noch 50—65°/, des Gesamtauxins. 
Dieses Produkt wurde durch Auskochen mit Petrolither und 
Ligroin, ferner durch Fiallung mit verschiedenen Salzen (Calcium- 
acetat, Natriumcarbonat, Bariumacetat, Kupfersulfat, Cadmium- 
sulfat, Silbernitrat, Bleiacetat) in alkoholischer und in waBriger 
Lésung weiter anzureichern versucht. Danach wurde die Auf- 
arbeitung nicht weiter durchgefiihrt, da inzwischen im rohen 
Maisé] ein auxinreicheres Ausgangsmaterial gefunden war. 
Darstellung der Auxine aus Maisdl. Eine Maisdélsorte, die 
700 y Auxin?) pro Kilogramm enthielt, wurde in Portionen von 
1—2kg mit dem doppelten Volumen Wasser versetzt und etwa 
8 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Danach wurde zentri- 
fugiert, die waBrige Lésung mit Saizsiure angesiuert und griind- 
lich ausgeithert. Aus 16 kg Maisél wurden 325 g Riickstand 
mit einem Gehalt von 130 mg Auxin erhalten. Das Rohél wurde 
in 1 Liter Ather gelést und mit Bicarbonatlésung fraktioniert. 
Die Saurefraktion betrug 93 g mit 120 mg Auxin (1,3 mg Auxin 
pro Gramm). Sie wurde dreimal mit je 100 ccm Petrolither und 
darauf dreimal mit je 50 ccm Ligroin ausgekocht; ungelést blieben 
2,1 g Sirup mit einem Gehalt von 64 mg Auxin (20 mg Auxin 
pro Gramm). Der unlésliche Riickstand wurde mit 15 ccm Alkohol 
ausgezogen, wobei 0,7 g zuriickblieben. Mit der alkoholischen 
Lésung wurde die Bleisalzfraktionierung vorgenommen; der in 
saurem Milieu ausfallende Niederschlag wurde verworfen, das 
Filtrat mit Essigsiure angesiuert und ausgeithert. Der Ather- 
riickstand wurde in 120 ccm Wasser gelést und mit Calciumacetat 
unter Zufiigen von 1n-KOH gefillt. Der Niederschlag enthielt 
nach der Zerlegung mit Essigsiure kein Auxin, das Filtrat wurde 
deshalb angesiuert und ausgeiithert. Es hinterblieben 800 mg 
Sirup mit 55 mg Auxin (70 mg pro Gramm). Dieses Produkt 
wurde 1 Stunde lang mit 1,5°/,iger methylalkoholischer Salzsiure 
gekocht und nach dem Entfernen des Alkohols in saure und 


1) Bei allen Auswertungen werden gleichzeitig Standardlésungen mit- 
gepriift und danach die gefundenen Werte auf einen Normalstandard von 
50-10° AE berechnet; vgl. diese Z. 220, 138 (1933). 
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neutrale Anteile zerlegt. Die Neutralfraktion wog 250 mg und 
enthielt scheinbar nur mehr 28 mg Auxin. Sie wurde im Hoch. 
vakuum (0,005—0,02 mm) fraktioniert, wobei der gréSte, nur wenig 
wirksame Anteil unterhalb 120° iiberging. Die auxinreichste 
Fraktion destillierte zwischen 120—128°, zeigte jedoch nach 
mehreren Tagen noch keine Krystallisation, trotzdem sie wieder. 
holt mit Aceton—Kohlensiure-Mischung gekihlt worden war. Sie 
wurde deshalb nochmals im Hochvakuum fraktioniert und destil. 
lierte nunmehr bei 115—120°. Nach mehreren Tagen setzte 
endlich die Krystallisation ein und lieferte 7,4 mg eines Pro. 
duktes, das nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol- 
Ligroin (1:1) den konstanten Schmelzpunkt*) von 183° (unter 
Zers.) zeigte und eine Wirksamkeit von rund 50 Milliarden Ak 
pro Gramm besaB. Mischschmelzpunkt mit ,Harnauxin“ (195%; 
174—181° 

Die Krystalle reagieren sauer, geben mit Tetranitromethan 
schwache Gelbfarbung, entfirben sodaalkalische Permanganat- 
lésung sofort in der Kialte, firben dagegen fuchsinschweflige 
Saure nicht. Eine Molekulargewichtsbestimmung nach Rast war 
wegen der Zersetzlichkeit der Substanz beim Schmelzpunkt des 
Camphers nicht durchzufiihren. 

Bei einer zweiten Aufarbeitung der gleichen Maisdlsorte 
wurden aus 10 kg Ausgangsmaterial auBer 15 mg Auxin-b auch 
etwa 15 mg Auxin-a isoliert, welches nach zweimaligem Un- 
krystallisieren bei 195° schmolz und eine Wirksamkeit von 
62 Milliarden AE pro Gramm besa. Mischschmelzpunkt mit 
,Harnauxin“: keine Depression. 

3,285 mg Subst. *) (bei 50° getr.): 7,929 mg CO,, 2,965 mg H,0O. 

C,,H,,0; (328,2) Ber. © 65,88 H 9,81 
Gef. ,, 65,83 ,, 10,10. 

Das aus derselben Aufarbeitung erhaltene Auxin-b, nach 
dreimaligem Umkrystallisieren 6 mg vom Schmelzp. 183° unter 
Zers., zeigte Mutarotation mit einer konstanten Enddrehung von 

, 100 x 0,067 
oo aaa 

Nach Beendigung dieser zwei Aufarbeitungen war der Auxin- 
gehalt des noch yorhandenen Maiséls auf weniger als 2°/, der 
urspriinglichen Menge zuriickgegangen. 





1) Die Schmelzpunkte der Arbeit sind nicht korrigiert. 
*) Die Mikroanalysen wurden bei Dr. A.Schoeller, Berlin-Schmargen- 
dorf ausgefiihrt. 
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Auxingehalt verschiedener Gerstensorten. Die Gerste wurde fein 
gemablen und wiederholt mit kaltem Wasser extrahiert. 








anne 


Sorte Gehalt pro kg 








~Gewdhnliche Gerste ver- 
oe Herkunft Oy, Oy, Oy, 207, 207, 2y, 437 


Hollindische Gerste von 
verschiedenen Brauereien Oy, Oy, Oy, Oy, Oy, Oy, 8Y 


indische Gerste ver- ‘ 
a Herkunft }o % Oy, Oy, Oy, O7, 2y, 447, OY 





Mittelwert: 5y pro kg. 


Auxingehalt von Gerste wahrend der Keimung. Die Keimung 
erfolgte in der Dunkelkammer bei einer Temperatur von 18—20,5° auf 
feuchtem Filtrierpapier. Die gekeimte Gerste wurde getrocknet und fein 
gemahlen, danach wurde sie wiederholt mit kaltem Wasser extrahiert. Die 
Zahlen geben den Auxingehalt (in y) pro Kilogramm Gerste an. 




















Nach 1 Tg.| Nach 2 Tg.| Nach 3 Tg.| Nach 4 Tg.}| Nach 5 Tg. 
Sorte " : ' ; ; 
Keimung | Keimung | Keimung Keimung Keimung 
1 0 0 0 0 — 
2 10 0 0 0 — 
3 16 10 35 0 — 
4 26 20 60 50 — 
) 30 35 75 120 0 
6 45 130 103 120 345 
7 50 180 252 180 351 
8 150 40 60 127 410 
9 270 270 270 300 420 

















Auxingehalt verschiedener technischer Malzproben. Das Malz 
wurde fein gemahlen und wiederholt mit kaltem Wasser extra- 


hiert und dekantiert. 








Sorte Auxingehalt pro kg Malz 








Holliindisches Malz 87, 9y, 187, 207, 27, 337, 1047, 2507, 250 7, 
250 7, 320 7, 3207 





Deutsches Malz. . Oy, 487, 1207, 2007 

Tschech. Malz . . Oy, Oy, OY, Oy, Oy, Oy, Oy, OY 

Britisches Malz. . Oy, Oy, Oy, Oy, Oy, Oy, OY, OY, 540y, 
5207, 5407 


Mittelwert: 103y pro kg. 


MalzS von der Brauerei Phoenix, Amersfoort, enthielt bei 
der Extraktion mit Wasser 10—13 mg Auxine pro Kilogramm. 





a 
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Malz 317 von Heinekens Brauerei, Rotterdam, enthielt 2,6 mg 
Auxine pro Kilogramm. 


Darstellung von Auxinen aus Malz. 10 kg MalzS wurden fei, 
gemahlen und je 2 kg in einen Zylinder von 10 Liter Inhalt 
gefiillt. Die erste Portion wurde griindlich mit 8 Liter Wasse; 
verriihrt, und der iiberstehende wiBrige Auszug nach 2 Stunde; 
dekantiert. Dieser Extrakt wurde zum Anriihren der zweiten 
Portion benutzt, wahrend zur ersten wieder das der abgegossenen 
Menge entsprechende Volumen frisches Wasser geriihrt wurde, 
Auf diese Weise wurden die 5 Portionen im Laufe von 2 Tagen 
mit insgesamt 20 Liter Wasser extrahiert, so daB der auxinreichste 
Extrakt jeweils mit dem frischesten Material in Berihrung kam, 
Wir erhielten auf diese Weise 14—15 Liter eines wiBrigen Auszugs, 
der ohne weiteres Ansiuern mit insgesamt dem gleichen Volumen 
Ather ausgeschiittelt wurde. Die hierbei auftretenden Emulsionen 
wurden in der Sharpless-Zentrifuge getrennt. Nunmehr wurde 
die itherische Lésung auf ein kleines Volumen eingeengt und 
mit Bicarbonatlésung fraktioniert. Der Riickstand der Siure- 
fraktion betrug 1—2g mit einem Auxingehalt von 65—95 mg. 
Er wurde 3 mal mit Petrolither und 3 mal mit Ligroin ausgekocht, 
die Auxine blieben dabei wie bei den Harnaufarbeitungen ungelist. 
Mit dem Unldéslichen wurde in bekannter Weise die Calciumsalz- 
fallung vorgenommen, der Niederschlag verworfen und das Filtrat, 
das nach der Zerlegung und Ausitherung bereits eine Wirksan- 
keit von 2,8 Milliarden AE pro Gramm besaB, fiir die Behandlung 
mit Methanol—Chlorwasserstoff verwendet. Nach der Aufarbeitung 
des Reaktionsproduktes zeigte die Neutralfraktion absolut keine 
Wirksamkeit mehr, die Saurefraktion nur eine ganz geringe. Das 
Neutralprodukt wurde trotzdem im Hochvakuum destilliert und 
hatte danach fast seine volle Wirksamkeit zuriickerhalten. Nach 
lingerem Stehenlassen in Aceton—Kohlensiure bzw. nach noch- 
maligem Destillieren der wirksamsten Fraktionen im Hochvakuum 
wurden Krystalle von Auxin-b erhalten. 


Produkt 1. Wirksamkeit 38.Milliarden AE pro Gramm; Zer- 
setzungsp. 182°, 

Mischschmelzpunkt mit Auxin-b aus Maisél: keine Depression, 
100 x 0,081 





Anfangsdrehung: [«]?° = — - lee. aio 2,63°. 
Enddrehung: [e]?° = — 220 * 9.087 _ _ 9.830 





0,5 x 6,13 
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Ome § 3.910 mg Subst. (bei 50° getr.): 9,89 mg CO,, 3,600 mg H,0. 
C,.H,430, (312,2) Ber. C 69,24 H 10,25 

i C,sH 590, (310,2) » 97 69,62 =, 9,75 
1 fein & Gef. ,, 68,82 ,, 10,30. 
nhalt § Produkt 2. Wirksamkeit 30 Milliarden AE pro Gramm, Zer- 
“ota ' setzungsp. 183°. 
nden dl ee . 
stn Anfangsdrehung: [@]°° = ‘9° ion 2,28 °, 
enen f , fetttun . 100% 0,088 ° 
~n Enddrehung: [@]?° = <5 lin 2,81°. 
agen fF 3,661 mg Subst. (bei 50° getr.): 9,275 mg CO,, 3,360 mg H,0. 
hste i Gef. C 69,09  H 10,27. 
kam, Aus einer weiteren Malzaufarbeitung wurden neben Auxin-b 
jugs, auch 6,9 mg Auxin-a vom Schmelzp. 195° erhalten. 
men & Mischschmelzpunkt dieses Produktes mit ,,Harnauxin“: keine 

p 9 

men — Depression. 
_ Priifung von Auxin-b auf Einheitlichkeit. 130 mg Rohkrystallisat 


| wurde aus Alkohol—Ligroin umkrystallisiert und lieferte 93 mg 
. mit dem Zersetzungsp. 182° und der Wirksamkeit 40 Milliarden AE 











meg. G 
cht, pro Gramm. 

Ost, Zum zweiten Mal aus Alkohol—Ligroin umkrystallisiert. 84 mg, 
alz- Zersetzungsp. 182,5°, Wirksamkeit 34 Milliarden AE pro Gramm. 
rat, _ : 2o_____100 X 0,255 _ 0 

nm § Enddrehung: [@]}° = 1x98 7 2,749 

ng Zum dritten Mal aus Alkohol—Ligroin umkrystallisiert. 72 mg, 
ing — Zersetzungsp. 183°, Wirksamkeit 40 Milliarden AK pro Gramm. 
ine : ee 100 x 0,128 ie 0 

i KEnddrehung: [a]?° = aaa ~ 2,80°. 

nd & Aus Essigester—Benzol umkrystallisiert. 64,5 mg, Zersetzungs- 
ich BF punkt 183°, Wirksamkeit 44 Milliarden AE pro Gramm. 

ch. & _ 100 X 0,261 _ 0 

oo an KEnddrehung: [@]?° = oe 2,76°. 


Zum zweiten Mal aus Essigester—Benzol umkrystallisiert. 
d6mg, Zersetzungsp. 183°, Wirksamkeit 39 Milliarden AK proGramm. 








er & 
KEnddrehung: [a@]?° = — a = — 2,77° 
- | Zum dritten Mal aus Essigester—Benzol umkrystallisiert. 
0,4 mg, Zersetzungsp. 183°, Wirksamkeit 45 Milliarden AE pro 
Gramm. 
Knddrehung: [@]}?° = — eo — 2,76 ° 


1 x 9,03 
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Das gereinigte Produkt zeigte beim Trocknen bei 60, 80 und 
100° im Hochvakuum keinen nennenswerten Gewichtsverlust. 
4,261 mg Subst. (bei 50° getr.): 10,835 mg CO,, 3,83 mg H,O. 
C.sHs,0, (312,2) Ber. C 69,25 H 10,25 
 CygHso0, (310,2) »  y 69,62 4 9,75 Gef. C 69,385 H 100s, 


Titration: 3,399 mg konstant getrocknetes Auxin-b wurden in 1,5 com 
50°/, igem Alkohol gelést und mit n/45-KOH und Phenolphthalein als Indi. 
kator titriert. Verbraucht wurden 0,482 cem Lauge, daraus berechnen sic) 
14,20°/, Carboxylgehalt, bzw. ein Aquivalentgewicht von 317 (ber. 310,2), 


Veresterung mit p-Phenyl-«w-brom-acetophenon. Die neutrale 
Lésung des Auxin-b-Kaliumsalzes aus vorstehendem Versuch 
wurde zur Trockne gedampft und der Riickstand mit 3,2 mg 
p-Phenyl-w-brom-acetophenon in 2 ccm . 80°/,igem Alkohol 
1'/, Stunden lang erhitzt. Beim Abkiihlen des Reaktionsgemisches 
krystallisierten feine Nidelchen aus. Sie wurden zweimal aus 


80°/,igem Alkohol umkrystallisiert und schmolzen dann bei 174° 
Ausbeute 3,8 mg. 


3,598 mg Subst. (bei 60° getr.): 10,030 mg CO,, 2,512 mg H,0. 
Cs:H,,0; (506,38) Ber. C 75,81 H 8,36 
C,,H, 0, (504,3) >» » 7628 ,, 7,99 Gef. C 76,03 H 7,81. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,182 mg Subst. in 2,975 mg 
Campher, 4 = 5,05. 


Ber. 504 Gef. 485. 


Semicarbazon von Auxin-b. 12mg Auxin-b wurden in 2 Tropfen 
Alkohol gelést und mit einer Lisung von 10 mg Semicarbazid- 
chlorhydrat und 10 mg Kaliumacetat in 3 Tropfen Wasser versetzt. 
Die Mischung wurde 11/, Stunden im Eisschrank aufbewahrt, 
danach hatte sich ein farbloser krystalliner Niederschlag ab- 
geschieden, der abfiltriert wurde. Schmelzp. 175° unter Braun- 
farbung. Aus 70°/, igem Methanol krystallisierten schmale Prismen 
vom Schmelzp. 176° aus. Ausbeute 6,4 mg. 

4,740 mg Subst. (bei 50° getr.): 10,830 mg CO,, 3,69 mg H,0. — 
3,432 mg Subst.: 0,341 cem N, (22°, 756 mm). 

C,oH,;0,N, (367,38) Ber. C 62,15 H9,08 N 11,45 

- ,864 ,8 , 

Behandlung von Auxin-b mit Methanol—Chlorwasserstoff. 5,5 mg 
Auxin-b wurde in 0,8 ccm 1,5°/,igem Methanol—Chlorwasserstofi 
1'/, Stunden zum Sieden erhitzt. Danach wurde das Gemisch 
bei gewohnlicher Temperatur zur Trockne gedampft. Der Riick- 
stand war krystallin und lieB sich aus Methanol—Chlorwasserstoti 
umkrystallisieren. Ausbeute 4,2 mg. Das Produkt wurde einen 
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Tag bei gewohnlicher Temperatur im Chlorcalciumexsiccator ge- 


‘trocknet. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, die Beil- 
steinprobe negativ, Schmelzp. 118°. 


4,401 mg Subst.: 11,440 mg CO,, 4,05 mg H,0. 


 CypHg0 (340,83) Ber. C 70,49 H 10,67 
 CygHaaOx (338,3) ~ 3 iw tee Gef. C 70,90 H 10,30. 


Hydrierung von Auxin-b. 6 mg Auxin-b wurden in 2,5 ccm 


Hisessig mit 50 mg Platinoxyd—Platinschwarz-Katalysator bei 


Zimmertemperatur hydriert. Nach 18 Stunden waren 0,9 ccm 


| Wasserstoff verbraucht. Berechnet fiir 1 Mol: 0,43 ccm, fiir 2 Mol: 


0,86 ccm. Die Reaktionslésung wurde vom Platin abfiltriert und 


‘mur Trockne eingedampft. Schmelzp. 192°. Umkrystallisiert aus 
| Alkohol—Ligroin, Schmelzp. 194° (ohne Zers.). 


4,55 mg Subst. (bei 60° getr.): 11,438 mg CO,, 4,416 mg H,0. 


H,,0, (814,38) Ber. C 68,80 H 10,91 
H,,0, (316,3) i _ ae ee Gef. C 68,56 H 10,86. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,195 mg Subst. in 3,268 mg 


| Campher, 4 = 7,48; M = 319 (ber. 314). 


Mono-dinitrobenzoylderivat von hydriertem Auxin-b. 7,5 mg 


Auxin-b wurden mit Platinoxyd—Platinschwarz-Katalysator in Kis- 


essig 16 Stunden hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betrug 1,19 ccm; 
der fiir 2 Mol berechnete theoretische Wert ist 1,08 ccm. Das 


_ Hydrierungsprodukt wurde wie iiblich aufgearbeitet und gut ge- 


trocknet. Danach wurde es in 1,5 ccm reinem, trocknem Pyridin 


| gelist, mit 15 mg m-Dinitrobenzoylchlorid versetzt und 1'/, Stunden 
'im Wasserbad erwirmt. Nach dem Erkalten wurde mit ver- 
dinnter Schwefelsiure verdiinnt, hiufig ausgeiithert, die Ather- 
lisung gut mit Essigsiiure und danach mit Wasser gewaschen und 
'im Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur zur Trockne gedampft. 
| Der blattrig-krystalline Riickstand war etwas gelblich gefarbt, 


wurde jedoch aus 60°/,igem Methanol nach zweimaligem Um- 


| krystallisieren in diinnen farblosen Blattchen vom Schmelzp. 128° 


erhalten. Ausbeute 6,2 mg. 
100 x 0,281 ’ 
i. * 6,75 ° 


3,216 mg Subst. (bei 40° getr.): 7,012 mg CO,, 1,917 mg H,O. — 
2,175 mg Subst.: 0,102 eem N, (23°, 758 mm). 





Drehung: [@]?° = — 


C,,H,,0,N, (506,3) Ber. C5931 H6,78 #£N 5,33 
C,;H,,0,N, (504,3) ~ » oa 6,40 » 5,D5 
Gef. ,, 59,46 6,67 > 5,40. 
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Decarboxylierung von Auxin-b. 1 mg Auxin-b wurde in 
Schmelzpunktsréhrchen im Hochvakuum eingeschmolzen und be; 
185—190° zersetzt. Die Spitze des Réhrchens wurde dann unter 
Barytlauge zerbrochen: deutlicher Uberdruck im Réhrchen unj 
deutliche Triibung der Lauge. Der Riickstand von drei der. 


artigen Zersetzungsversuchen wurde in Ather aufgenommen und | 
in saure und neutrale Anteile zerlegt. Der neutrale Riickstand | 
krystallisierte in langen Prismen und gab keine Reaktion mit | 


fuchsinschwefliger Saure. 


Inaktivierung von Auxin-b. Auxin-b, Produkt 4165 von 
26. V. 1933, wurde im Hochvakuum eingeschmolzen und im Dunkeln 


aufbewahrt. 

Wirksamkeit am 26. V. 1933: 60 Milliarden AE pro Gramm 
26. VI. 1933: 65 Milliarden AE __,, ™ 
20. LX. 1933: vdéllig unwirksam. 
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Spezifische Gewichte der Auxine. Die Bestimmung der spezi- 
fischen Gewichte erfolgte nach der Schwebemethode in Kalium- 


Quecksilberjodidlésung. 


Aktives Auxin-a.......... s= 1,292 bei 19° 
Aktives Auxin-a-lacion ....... s=1,246 , 19° 
Inaktives Auxin-a ......... s=1394 , 18° 
Inaktives Auxin-a-lacton ...... s= 1,245 , 19,5° 
Aktives Auxin-b.......... s=1,269 ,, 20° 
Inaktives Auxin-b ......... s=1,269 ., 19° 


Spreitung der Auxine in monomolekularer Schicht. Die Ver- 
suche wurden mit einer Apparatur ausgefiihrt, wie sie von Lang- 
muir!) und Adam?) ausgearbeitet und in technischen Einzel- 
heiten von Gorter und Grendel*) verbessert worden ist. 

Die zu untersuchenden Substanzen wurden in etwa 0,0001°),- 


iger Lisung in peroxydfreiem, fettfreiem Ather gelést und aut | 


Salzsiure oder Pufferlésung von verschiedenem p,, gespreitet. 
Ferner wurde noch Auxin-a auf 0,01 n-HCl bei 5° gespreitet 
und eine Oberfliche von 60,9 A? pro Molekiil gefunden; Pripa- 
rate von Auxin-a und inaktiviertem Auxin-a spreiteten nicht 
mehr bei einer Temperatur oberhalb 28°. 
) Amer. Soc. 39, 1848 (1917); Colloid Symposion Monographie 3, 


38 (1925). 

*) Proc. roy. Soc. A. 99, 336 (1921); 101, 452, 516 (1922); 103, 667, 
687 (1928); 106, 694 (1924); 110, 423 (1926); 112, 368 (1926); Proc. Faraday 
Soe. 22, 472 (1926). 

5) F. Grendel, Diss. Utrecht 1927. 
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Uber die Isolierung der Auxine a und b aus pflanzlichen Materialien. 
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Oberfliche pro Molekiil 























Stoff ese in = 
ssigke : 
ihe bei 15° bei 20° 
Auxin-a 0,1 n-HCl 55,8 
0,01 n-HCl 57 57 
0,001 n-HCl 62,8 
Py 5,3) 71 
Pseudo-auxine aus 0,1 n-HCl 49 56,6 
Auxin-a 0,01 n-HCl 49,1 57,8 
0,001 n-HCl — %) ms 
Pu 4,18 oe 
PH 5,3 as 
PH 8,06 - 
Auxin-a-lacton 0,1 n-HCl 38,4 42,9 
0,01 n-HCl 39,9 43 
0,001 n-HCl 39,9 
PH 5,6 41,3 
Pseudo-auxine aus 0,1 n-HCl 38,5 
Auxin-a-lacton 0,01 n-HCl 39,3 
0,001 n-HCl 40,2 
PH 4,18 — 
Pr 5,38 _ 
Px 8,06 = 
Auxin-b 0,1 n-HCl 59,5 
0,01 n-HCl 61,8 
0,001 n-HCl 62,4 
Px 5,65 39,7 38,2 
Pseudo-auxine aus 0,1 n-HCl 45,6 
Auxin-b 0,01 n-HCl 47,7 
0,001 n-HCl 42,5 
Px 4,18 ata 
Pu 5,65 ce 
PH 8,06 = 





') Das py wurde jeweils mit dem Mikroionometer nach Lauten- 


schliger bestimmt. 


*) Die Minuszeichen geben an, daB das betreffende Produkt unter den 


angegebenen Bedingungen nicht spreitbar ist. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. III. 
Von 


P. E. Verkade und J. van der Lee. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der niederlindischen Handelshochschule in Rotterdam) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1934.) 


§ 1. In der ersten Mitteilung dieser Reihe!) wurde nach. 
gewiesen, daB bei zwei gesunden Versuchspersonen (V. und v. d. L; 
nach Verabfolgung von Triundecylin als Bestandteil einer kohler. 
hydratarmen Kost erhebliche Mengen Undecandisiure im Ham 
ausgeschieden wurden. Bei der fortgesetzten Untersuchung dieser 
von uns Diacidurie genannten Erscheinung wurde bei einen 
namhaften Prozentsatz der damals von uns untersuchten Personen 
Ausscheidung dieser Disiiure unter gleichen Umstiinden festgestellt, 
Zugleich zeigte sich dabei, daf Hinzufiigung einer reichlichea 
Kohlenhydratmenge zur Kost bei den meisten Personen, darunter 
auch den beiden obengenannten Versuchspersonen, zu einer aus- 
gesprochenen Erhéhung der JDisiiureausscheidung fiihrt. Das 
Beweismaterial fiir diese beiden Behauptungen werden wir spiiter 
veroffentlichen. 


In der zweiten Abhandlung?) haben wir sodann die Frage f 
behandelt, inwieweit auch nach Verabfolgung anderer, hoherer 


und niederer, gerader und ungerader einfacher Triglyceride 
derselben Reihe an die beiden genannten Versuchspersonen unter 


gleichzeitiger reichlicher Kohlenhydratzufuhr Ausscheidung der f ~ 


korrespondierenden Dicarbonsiiure im Harn stattfand. Hs stellte 
sich heraus, daB dies bei den untersuchten Triglyceriden [Glied- 


zahl*) 7—12] in sehr verschiedenem Grade der Fall war; diese | 


Triglyceride erwiesen sich, wie wir dies ausdriicken, in sehr vel- 
schiedenem MaBe als diacidogen. Eine vergleichende Ubersicht 


1) Verkade, Elzas, van der Lee, Frl. de Wolff, Frau Verkade- 
Sandbergen u. van der Sande, Diese Z. 215, 225 (19383). 

*) Verkade u. van der Lee, Biochemie. J. 28, 31 (1934). 

*) Vgl. fiir die Definition dieses Ausdrucks: Verkade u. Coops, Ree. 
Trav. chim. Pays-Bas 49, 568 (1930). 
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der diacidogenen Eigenschaften der untersuchten Triglyceride 


bietet nunmehr folgendes Bild dar: 


























Gliedzahl 
Tritridecylin . 12 nicht diacidogen 
Trilaurin . Scion ce pid 11 nahezu nicht diacidogen 
Triundecylin . .. . 10 stark diacidogen 
Tricaprin . 9 stark diacidogen 
Trinonylin 8 ziemlich schwach diacidogen 
7 


Tricaprylin . schwach diacidogen 
Extrapolierend kénnen wir den Schlu8 ziehen, daB auch 

nach Verabreichung von Triglyceriden mit einer Gliedzahl héher 

als 12 — wir lassen hier die Schwierigkeiten, welche diese Sub- 


on 


stanzen infolge ihrer hohen Schmelzpunkte bieten wiirden, aufer 


 Betracht — an die genannten Versuchspersonen von dem Auf- 


treten von Diacidurie fraglos keine Rede sein wiirde. 
Die vorstehende Tabelle ist an Hand einer bescheidenen 


__ Anzahl Experimente, die bei nur zwei Versuchspersonen angestellt 
_ wurden, zusammengestellt und kann daher selbstverstindlich nur 
einen vorliufigen Charakter tragen. Von dem darin zum Aus- 
- druck kommenden, iu8erst merkwiirdigen Verlauf der diacidogenen 
Kigenschaften dieser Triglyceride bei regelmafiger Verinderung 


der Gliedzahl sind wir jedoch derart sicher, da8 wir uns voll- 
kommen fiir berechtigt halten, hieran —- eventuellen bestitigenden 
Untersuchungen an anderen Versuchspersonen vorauseilend — die 
in § 2 niedergelegten Betrachtungen anzuschlieBen. 


§ 2. Nach unserer Meinung besteht nunmehr alle Veranlassung 
zu einer yon unserem neu gewonnenen Gesichtspunkte aus er- 
folgenden Besprechung der vor einigen Jahren von unseren Vor- 
gingern angestellten Untersuchungen tiber den Abbau im Stoff- 
wechsel von Glyceriden, welche von Fettsiuren mit ungerader 
Zahl von Kohlenstoffatomen abgeleitet waren, d. h. derjenigen 
Arbeiten, die mit den unter dem Namen ,,Diafett“ und ,,[ntarvin“ 
bekannten Produkten ausgefiihrt wurden. 

a) Diafett. Dieses Produkt wurde seinerzeit von Bayer (Lever- 
kusen) hergestellt, ist aber bisher nicht in den Handel gebracht worden. 


Seine Bedeutung bei der Diabetesbehandlung war Gegenstand der Abhand- 
lungen von Hoesch‘) und yon Uhlmann’). 


*) Dtsch. Arch. klin. Med. 160, 129 (1928). 
*) Dtsch. Arch. klin. Med. 161, 165 (1928). 
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Beziiglich der Zusammensetzung von Diafett verfiigen wir nur iiber 


die Mitteilung der beiden genannten Autoren, daB dasselbe als Siiure. 
komponenten nur Undecylsiure und Tridecylsdure enthalte. Es wird 
nicht mitgeteilt, ob diese Sdiuren jede fiir sich oder zusammen mit Glycerin 
esterifiziert worden sind. Daher®) ist es uns unbekannt, ob Diafett aus 
einfachen oder hauptsichlich aus gemischten Glyceriden bestand; das 
letztere ist wohl am wahrscheinlichsten. Es ist uns leider nicht gelungen, 

eines Musters dieses Produktes habhaft zu werden; man war sogar auf 
unser wiederholtes Ersuchen nicht geneigt, irgendwelche niiheren Angaben 

betreffs der Zusammensetzung und der Herstellung dieses Fettes zu machen 
oder uns Konstanten hiervon mitzuteilen. Wie aus dem nachstehenden 
erhellen mége, wire es vor allem interessant gewesen, etwas iiber das Ver. 
hiltnis, in welchem Undecylsiure und Tridecylsiure im Diafett als Siure- 
komponenten auftraten, zu vernehmen. 

Weder Hoesch noch Uh]mann teilen etwas iiber Ausscheidung yon 
Dicarbonsiuren im Harn nach dem Genuf von Diafett mit. Indem wir die 
Richtigkeit der verfiigbaren Angaben iiber die Zusammensetzung dieses 
Produktes voraussetzen und annehmen — wozu wir in §7 zu erdrternde 
Griinde haben —, daB es einerlei ist, ob einfache oder aber gemischte 
Glyceride verabfolgt werden, haben wir infolge unserer heutigen Kenntnisse 
von der Diacidurie allein eine eventuelle Ausscheidung von Undecandisiiure 
zu beriicksichtigen. Es ist selbstverstiindlich denkbar, daB die Ausscheidung 
dieser Siure von den genannten Autoren iibersehen worden ist, wie uns 
dies bei Beginn unserer Untersuchungen auch passierte. In diesem Zu- 
sammenhang sei hier auf die merkwiirdige AuSerung Hoeschs[*) §. 132) 
hingewiesen, daB ,,Versuche am Hund ergaben, da8B nur Spuren der Sub- 
stanz im Harn erscheinen, .. .“ (Kursivdruck von Hoesch); dasselbe 
wird spiiter in bezug auf den menschlichen Harn behauptet. Eine solche 
Ausscheidung von Fett im Harn ist wohl diuBSerst wenig glaubhaft und es 
moége hier, wenn auch nur zégernd, die Frage gestellt werden, ob vielleicht 
der im Harn wahrgenommene Fremdkérper Undecandisiure gewesen ist. 

Eine Betrachtung des von Hoesch iiber die Anwendung von Diafett 
bei Diabetespatienten veréffentlichten Materials — das infolge der bisweilen 
fast tiglichen Verinderungen in der Zusammensetzung der Kost nicht sehr 
durchsichtig ist — lehrt, da8B bei Ersatz von gewéhnlichem Nahrungsfett 
durch Diafett oder umgekehrt nicht allein die Menge der im Harn aus- 
geschiedenen Ketonkérper deutlich abnahm bzw. zunahm, sondern auch die 
allgemeine Acidosis, beurteilt nach der Ammoniakausscheidung im Harn 
oder — doch hieriiber werden nur wenige Angaben gemacht, die auBerdem 
keine starke Beweiskraft besitzen — nach dem Kohlensiurebindungs- 
vermégen des Blutplasmas, sich besserte bzw. verschlimmerte. Es ist 
fiir uns nicht ohne Interesse, hier zu konstatieren, daB nach Uh|- 
mann[®), §. 168] ,,das Verschwinden der Azetonkérper oft ausge- 
sprochener war, als das Sinken der Azidosis“. Selbst fanden wir seiner- 
zeit’), daB der teilweise Ersatz von Nahrungsfett in der kohlenhydratarmen 
Kost unserer re gesunden Versuchspersonen durch Triundecylin zwar 


9 Vel. hier Bhattacharya u. Hilditch, Proc. roy. Soc. Lond. 129A, 
468 (1930); Normann, Chem. Umschau Fette, Ole, Wachee, Harze 30, 
250 (1923). 
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eine namhafte Verminderung der Ketonurie bewirkte, doch dab, wohl als 
Folge der dann auftretenden heftigen Disiureacidosis und Diacidurie 
das Kohlensiurebindungsvermégen des Blutplasmas bzw. die Aciditit und 
der Ammoniakgehalt des Harns keineswegs Besserung erkennen lieBen. 
Die Kombination dieser Tatsachen fiihrt zu dem Schlusse, den wir jedoch 
nur unter Vorbehalt ziehen kénnen, daf das Diafett bei den von Hoesch 
untersuchten Diabetespatienten héchstens nur schwache Disiureacidosis und 
Diacidurie hervorrief. 

Der Schlu8, daB Diafett mithin wenig diacidogen war und haupt- 
sichlich Tridecylsiure als Siurekomponente enthalten haben diirfte, ist 
verlockend, wiirde aber voreilig sein. Wir wissen zwar schon aus noch 
nicht ver6ffentlichten Untersuchungen, daB gesunde Personen in sehr ver- 
schiedenem MaBe und einige sogar gar nicht zu Diacidurie neigen. Jedoch 
kiénnen wir noch nicht sagen, wie es in dieser Hinsicht mit Diabetes- 
patienten — und solche dienten Hoesch als Versuchspersonen — bestellt 
ist; zur Zeit ist uns nur bekannt, daB diese nach GenuB von Triundecylin 
Undecandisiure ausscheiden kénnen. Wir méchten hier wiederholen, da8 
es gewiB interessant sein wiirde, etwas Niheres iiber die Siurekomponenten 
des Diafettes zu vernehmen. 

b) Intarvin. Dieses Produkt wurde von Kahn’) in die medizinische 
Praxis eingefiihrt und wurde oder wird noch von der Intarvin Company 
(Long Island, N. Y.) in den Handel gebracht. Einer von uns‘) hat sich 
bereits friiher ziemlich eingehend mit diesem Fett beschiftigt und damals 
u. a. die Unrichtigkeit der Behauptung nachgewiesen, die sowohl in Ab- 
handlungen Kahns als auf der Verpackung von Intarvin anzutreffen ist, 
daB dieses hauptsiichlich aus Glycerylmargarat bestehe. Solches stellt sich 
schon sofort bei Betrachtung nachstehender Analysenresultate von zwei 
Intarvinproben heraus. Die auf die Probe ,,lot X 21“ beziiglichen Daten 
sind friiher schon veréffentlicht worden’); die Probe ,,lot X 23“ ist uns 
spiiter in die Hinde gekommen und vor kurzem untersucht. Die Zusammen- 
setzung beider Proben ist ersichtlich nahezu dieselbe: 























»lot X 21“ ylot X 23" 
We 8 ee a Re 174,6 172,9 
ee 17 17 
Jodzahl . . a a oe ae ee 0,45 1,1 
Reichert-Meiss]-Zahl. . . . ...... 0,9 — 
Polenskezahl . . . . : 2,2 — 
Mittleres Aquivalentgewicht der Fettsiiuren . 241,2 244,7 
Unverseifbares (namentlich Mineralél) . . . 17,1 %, 18,0 °/, 


Die niedrigen Reichert-Meissl- und Polenske-Zahlen und das hohe 
mittlere Aquivalentgewicht der Fettsiuren — welches letztere erheblich von 
demjenigen der Margarinsiure (270,1) abweicht — beweisen, daB in diesen 
Proben namentlich héhere Fettsiuren als Siurekomporenten 





) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 19, 265 (1922); Amer. J. med. Sci. 166, 


826 (1923). 
8) Verkade u. Coops, Biochem. Z. 223, 394 (1930); Verkade, Chem. 


Weekblad 28, 470 (1931). 
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auftraten. Fraktionierte Destillation der Methylester der in der Probe 
lot X 21° anwesenden Fettsduren lehrte, da’ als Sdiurekomponenten haupt- 
sichlich die normalen, gesittigten Fettsiuren mit 14, 15, 16, 17 und 
18 Kohlenstoffatomen vorhanden waren; daneben ergab sich auch die An- 
wesenheit einiger niederer Fettsiiuren in geringer Menge. Die Quantitiit 
der Fettsiuren mit gerader Zahl von Kohlenstoffatomen, die nicht hitten 
vorhanden sein diirfen, war keineswegs unbedeutend. Die Herstellungs- 
weise dieser Intarvinpriparate lieB somit sehr viel zu wiinschen iibrig. 

Diese Kenntnis der Zusammensetzung des Intarvins, zusammen mit 
derjenigen des Verlaufes der diacidogenen Eigenschaften in der Reihe 
der einfachen Triglyceride, rechtfertigte unseres Erachtens die starke Ver- 
mutung, daB der GenuB dieses Fettes nicht zu Diacidurie fiihren wird. 
Ein kritisches Studium der Literatur iiber Intarvin ergibt keinen Anhalt 
fiir das Gegenteil. 

Von den bisher an unseren Untersuchungen beteiligten Ver- 
suchspersonen neigt y. d. L. durchweg am stiarksten zu Diacidurie. 
Wir verabfolgten nun dieser Versuchsperson nach einem voran- 
gehenden Hungertag eine Menge von 155 ¢ Intarvin der Probe 
»lot X 23“ als Bestandteil einer kohlenhydratarmen Kost. Das 
Intarvin wurde, voéllig aufgeschmolzen in magerer Fleischbriihe 
oder in Kaffee, in 11 Portionen im Laufe von 141/, Stunden ge- 
nommen. Es eriibrigt sich, hier die anderen Bestandteile der 
verabreichten Kost aufzuzihlen. Diese waren fast ganz dieselben 
wie die bei zwei in unserer ersten Abhandlung [?) S. 255] er- 
wihnten und in gleicher Weise durchgefiihrten Versuchen, als 
der Versuchsperson v.d.L. auberdem 100g Triundecylin ver- 
abfolet und 3,65 g bzw. 4,29 ¢ Undecandisiure im Harn aus- 
geschieden wurden. Bemerkt sei noch, dab der weitaus gribte 
Teil des verabreichten Intarvins resorbiert wurde. In dem vom 
Genuf der ersten Portion Intarvin an bis zum nichsten 
Morgen aufgefangenen Harn konnten wir keine durch 
w-Oxydation von Fettsiuren entstandenen Dicarbon- 
shuren nachweisen. 

Die Literatur tiber Intarvin ist sehr verworren. Mehrere Forscher 
(Lundin®*); Kahn”); Benedict, Ladd, Strau8 und West"); Rathéry"); 
Einhorn und Braunstein'’)] kommen zu dem Schlub, daB Ersatz von 
gewohnlichem Nahrungsfett durch Intarvin zu einer Abnahme bzw. zum 
Verschwinden der Ketonurie fiihrt, andererseits Zusatz von Intarvin zu 
einer ketogenen Kost nicht zu ihrer Zunahme. Das Urteil einiger anderer 


*) J. metabolic Research 4, 151 (1923). 

0) Anm. ’) und Arch. Internal Med. 36, 44 (1925). 
“) Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. 21, 485 (1924). 
12) Bull. Soc. hyg. aliment. 14, 206 (1926). 

*) Arch. Verdauungskrankheiten 43, 120 (1928). 
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Forscher (Sevringhaus™); Stern”); Lyon, Robson und White?*)] 
beziiglich dieses Punktes ist jedoch weniger giinstig. Wir miissen uns jetzt 
damit begniigen, zu bemerken, wie die Resultate unserer eigenen Unter- 
suchungen mit Triundecylin') den Ausspruch rechtfertigen, da8 rationell 
ausgefiihrte Untersuchungen mit einem Intarvinpriparat, dasnormentsprechen- 
derweise ausschlieBlich héhere Fettsiiuren mit ungerader Zahl von Kohlen- 
stoffatomen als Siurekomponenten enthilt, fraglos zu einem Schlusse wie 
demjenigen der erstgenannten Gruppe von Forschern fiihren wird. Inwiefern 
der Gegensatz zwischen den Resultaten dieser beiden Gruppen von Forschern 
durch Unterschiede in der Zusammensetzung des benutzten Intarvins ver- 
ursacht worden ist, 1iBt sich wohl nicht mehr ermitteln; wir unsererseits 
glauben nicht, daB dieses Moment hierbei der dominierende Faktor ge- 
wesen ist. 

Es ist im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen nun von Be- 
deutung, zu verfolgen, was Forscher der erstgenannten Gruppe hinsichtlich 
der allgemeinen Acidosis mitteilen: 

Bei Lundins Arbeit®) diente eine gesunde Person, Lundin selbst, 
als Versuchsobjekt. Die genossene Kost war sehr arm an Kohlenhydrat 
und ziemlich reich an Fett. Zur Beurteilung der allgemeinen Acidosis sind 
allein die von Lundin mitgeteilten Daten iiber die Aciditit und den 
Ammoniakgehalt des Harns brauchbar; diejenigen betreffs der ,,cesamtmenge 
der im Harn ausgeschiedenen organischen Siuren“ kénnen wir stillschweigend 
iibergehen, da die zur Bestimmung derselben angewandte Methode durchaus 
untauglich ist. Der teilweise Ersatz des Nahrungsfettes in Lundins Kost 
durch Intarvin fiihrte zu einer Verminderung der Ketonurie und zugleich 
der Aciditit und des Ammoniakgehaltes des Harns. Wurde darauf das 
Intarvin wieder durch gewoéhnliches Fett ersetzt, dann nahm sowohl die 








Ketonkorper | Aciditit des 
im Harn |Harns in ccm] Ammoniak 
Lundin sans 
Millimol. n-Lauge g pro Tag 
ante ‘i | pro Tag | pro Tag j 
Periode I 
177g Nahrungsfett 4. Versuchstag 43 41 1,4 
D. 9 D2 
6. " 
t i‘ 57 32 1,5 
Periode II 
17g Nahrungsfett 8. Versuchstag 70 9 2,0 
100 g Intarvin 9. ‘ 43 18 2,8 
10. 36 34 1,8 
11. . 26 21 1,4 
Periode III 
177 g Nahrungsfett 12. Versuchstag 53 46 1,8 
13. i 81 41 2,6 











14) J. of biol. Chem. 59 (Proc. Amer. Soc. Biol. Chem. S. 49). 
1) Med. Klin. 21, 958 (1925). 
**) Brit. med. J., 1925 I, S. 207. 
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Ausscheidung von Ketonkérpern als die Aciditiét und der Ammoniakgehalt 
des Harns wieder deutlich zu. In der vorstehenden Tabelle geben wir 
die betreffenden Daten ohne niheren Kommentar wieder. Wir fiihlen uns 
jedoch genétigt, zu bemerken, da8 der Wert der Lundinschen Experi- 
mente stark [in ungiinstigem Sinne] beeintrichtigt wird durch die Villig 
unzulinglich fundierte Behauptung dieses Forschers iiber das Auftretey 
von Milchsiéure- und Brenztraubensiureacidosis nach GenuB von Intarvin, 
Wir haben diese Behauptung schon in unserer ersten Abhandlung’) aus. 
fiihrlich widerlegt. 

An dieser Stelle ist noch auf ein von Kahn’) beschriebenes der. 
artiges, bei einer gesunden Versuchsperson angestelltes Experiment hin. 
zuweisen, wobei die allgemeine Acidosis nach der Ammoniakausscheidung, 
dem Kohlensiurebindungsvermégen des Blutplasmas und der Kohlensiure. 
spannung der Alveolarluft beurteilt wurde und wobei verbliiffend giinstige 
Resultate zu verzeichnen waren. : 

Auch bei Verabreichung von Intarvin an Diabetespatienten soll 
nach Kahn die Wirkung dieses Produktes besonders giinstig sein, wie 
unter anderen aus folgendem Zitat'*) erhellen mége: ,,The diabetic patient 
who shows a distinct acidosis will clear up from this acidosis upon re- 
placing the natural fats by intarvin ... This acidosis ... is determined 
not only by analyses for the ketone substances, but also by the examination 
of the carbon dioxide combining power of the blood plasma, the carbon 
dioxide tension of the alveolar air, etc. Not only, to repeat, are the ketone 
substances cleared from the system, but also the general acidosis is 
markedly diminished“. Bemerkt sei hier noch, da8 selbstverstindlich derart 
giinstige Ergebnisse zu der Annahme zwingen, da8 die Qualitaét des von 
Kahn benutzten Intarvins erheblich besser war als diejenige der uns zur 
Verfiigung stehenden Proben und daf namentlich Fettsiuren mit gerader 
Zahl von Kohlenstoffatomen unter den Siiurekomponenten fast ganz fehlten. 
Mit einem Priparat wie dem von uns untersuchten diirfte es ausgeschlossen 
sein, ein vollstindiges Verschwinden der Ketonurie von Diabetespatienten 
zu erreichen. Wir lassen es dahingestellt, inwieweit dies mit einem Priparat 
von tadelloser Beschaffenheit méglich sein wird. 

Von den oben genannten Forschern der zweiten Gruppe werden keine 
Angaben betreffs der allgemeinen Acidosis ihrer Versuchspersonen gemacht. 


Es sind mithin keinerlei Fingerzeige in der Literatur fiir 
das Auftreten von Disiureacidosis nach Verabreichung von Intarvin 
zu finden. Nach dem von uns erbrachten Beweis, daB Intarvin 
keine Diacidurie verursacht, kann eine solche Acidosis auch wolll 
als ausgeschlossen gelten. 


§ 3. Die im § 2 gemachten Ausfiihrungen rechtfertigen 
unseres Erachtens die Meinung, daf neue, gut vorbereitete und 
durchgefiihrte Untersuchungen iiber mégliche Anwendungen der- 





17) Amer. J. med. Sci. 166, 829 (1923). 
18) Kahn, J. metabolic Research 7—8, 85 (1925—26). 
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artiger Fette in der medizinischen Praxis, z. B. bei der Diabetes- 
pehandlung, sich fraglos lohnen diirften, falls diese Fette als 
Siurekomponenten Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoff- 
atomen von Gliedzahl 12 und hoher oder ndétigenfalls auch — 
um ein Fett zu erhalten, das unterhalb der Kérpertemperatur 
schmilzt — solche mit einer Gliedzahl von 8 oder niederer ent- 
halten. Undecansiure darf nicht als Siurekomponent auftreten, 
da deren diacidogenen Eigenschaften zu ausgeprigt sind. Die 
interessanten klinischen Untersuchungen mit Diafett und Intarvin 
sind entschieden zur Unzeit eingestellt worden, offenbar aus 
mebreren Griinden, die wir hier nicht alle zu erértern brauchen. 
Kiner der wesentlichsten war wohl vermutlich — neben dem Auf- 
schwung der Insulintherapie — die schlechte Qualitaét der ge- 
nannten Produkte); die Herstellung derartiger Erzeugnisse von 
tadelloser Zusammensetzung und Qualitit wurde von Verkade, 
van der Lee und Frl. Meerburg”) beschrieben. Wir hoffen, 
bald zu Untersuchungen mit derartigen Produkten auf thera- 
peutischem und klinischem Gebiete Gelegenheit zu finden. 


§ 4. Ulmensamendl. Nach Pawlenko?') enthalt Ulmensamen6l 
als Siurekomponente eine sehr bedeutende Menge (etwa 50 °/,) 
Caprinsdure; es wird jedoch nicht mitgeteilt, von welcher Ulmenart 
das Ol herriihrte. Wir haben durch Vermittlung der ,,Neder- 
landsche Heidemaatschappij“ in Arnhem (Holland) eine Partie 
Fligelfriichte von Ulmus campestris L., die aus Mittelfrankreich 
stammte, in die Hinde bekommen. Die Fliigel wurden in der 
von Beythien, Hempel, Pannwitz und Spreckels”’) bzw. von 
Normann und Hiigel*) angegebenen, einfachen Weise beseitigt, 
wonach das in dem resultierenden Material vorhandene fette Ol 
ne Atherextraktion gewonnen wurde. Die Ausbeute betrug 

8,79/, des Gewichtes der Fliigelfriichte. Das Ol hatte die folgen- 


pa Konstanten: 


Verseifungszahl . . . . 265,6 Polenske-Zahl . . . 33,2 
Sdiurezahl . . . . . . 10,1 Unverseifbares. . . 0,92 °/, 
Jodzahl . . . . . . . 81,9 Erstarrungspunkt. . + 7,1° 


Reichert-Meissl-Zahl . . 3,2 


1%) Vel. Verkade u. Coops, Biochem. Z. 223, 394 (1930); Verkade, 
Chem. Weekblad 28, 470 (1931). 

20) Rec. Tray. chim. Pays-Bas. 51, 850 (1932). 

21) Chem. Revue Fett-Harz-Ind. 19, 43 (1912). 

22) Z. Unters. Lebensmitt, 32, 315 (1916). 

2%) Z. angew. Chem. 30, 221 (1917). 
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Durch Alkoholyse konnte leicht fast reines Athylcaprinat 
und aus diesem Caprinsiure (Erstarrungspunkt des Rohproduktes 
28,8°; Aquiv.-Gew. 172,0) mit einer Ausbeute von 50°/, des Ge. 
wichtes des Ols gewonnen werden. Auferdem enthielt das 0] 
noch 5°/, Caprylsiure und 13°/, héhere gesittigte Fettsiuren 
als Siurekomponenten. Der letztgenannte Gehalt wurde durch 
Anwendung der bekannten Bertramschen Methode™) auf das 
nach der Isolierung von Athylcaprylat und Athylcaprinat — 
Athyllaurinat fehlte — zuriickbleibende Gemisch von fettsauren 
Athylestern bestimmt. Auch in anderen Fillen von Olen, welche 
groBe Mengen von niederen Fettsiuren (Gliedzahl < 13) enthalten, 
méchte sich diese auf der Hand liegende, jedoch bisher nicht 
angewandte Modifikation der Bertramschen Methode zur Be. 
stimmung der hoéheren gesittigten Fettsiiuren empfehlen; bis jetzt 
war diese Methode auf solche Fette nicht anwendbar. 

Beiliufig sei bemerkt, daB es fraglos sehr interessant wiire, die 
Samenédle anderer Arten der Gattung Ulmus und von Arten anderer 
Gattungen der Familie der Ulmaceae auf das Vorhandensein von Caprin- 
siure als Siurekomponente zu untersuchen. Es kann nimlich die Frage 
gestellt werden, inwieweit solches Vorkommen von Caprinsiure in so 
reichlicher Menge ftir die Ulmaceae im allgemeinen oder fiir bestimmte 
Gattungen dieser Familie charakteristisch ist, ebenso wie sich z. B. die 
Cruciferae durch das Vorhandensein von Erucasiure oder die Umbelliferae 
durch die Anwesenheit von Petroselinsiure als Siurekomponente der be- 
zuglichen Samendle kennzeichnen*). Die Literatur enthalt zur Zeit keine 


Daten, die fiir Beantwortung der gestellten Frage brauchbar sind. Wir 
beabsichtigen, Untersuchungen in dieser Richtung in Angriff zu nehmen. 


Wir hielten es fiir héchstwahrscheinlich, daB nach dem Ge- 
nuB von Ulmensamendél im Harn durch w-Oxydation von Caprin- 
siure gebildete Sebacinsiure ausgeschieden werden — 
Daher ‘verabreichten wir der gesunden Versuchsperson V. 
niichternem Magen 30 g dieses Oles nebst einer reichlichen ie 
Kohlenhydrat. Von diesem Zeitpunkt an wurde mit Zwischen- 
pausen von 1—2 Stunden der Harn aufgefangen und in diesem 
durch Ansiuern, z. B. mit konzentrierter Phosphorsiure, auf das 
Vorhandensein von Sebacinsiure untersucht. Es ergab sich, dab 
diese Siure in der Tat ausgeschieden wurde. Das Auf- 
fangen des Harns wurde solange fortgesetzt, bis zwei aufeinander- 
folgende Portionen keine positive Reaktion auf Sebacinsiiure 
mehr ergaben. Dann nahm die Versuchsperson, die bis zu diesem 


24) Pieuesiiitiien Delft 1928; Chem. Weekbiad 24, 226 (1927). 
*5) Vgl. Hilditch, Proc. roy. Soc. Lond. 103 B, 111 (1928). 
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Zeitpunkte keinerlei weitere Nahrung zu sich genommen hatte, 
ihre normale Lebensweise wieder auf. 

Die Isolierung der Sebacinsiure fand in der an anderer 
Stelle?) bereits beschriebenen Weise statt. Dabei wurden 0,22 g 
rohe Sebacinsiiure vom Schmelzp. 128—129° erhalten. Der Misch- 
schmelzpunkt mit einem in der iiblichen Weise aus Ricinusél 
hergestellten und bei 132,5—133,5° schmelzenden Sebacinsiure- 
priparat betrug 130—131°. Nach Umkrystallisieren aus Wasser 
unter Behandlung mit etwas Entfirbungskohle war der 
Schmelzp. 132,5—133,5° Dieses Produkt ergab nun folgende 
Analysenresultate: 

0.1200 g > 11,28 cem 0,1045 n-NaOH. Aquivalentgew. 101,8; ber. 101,08. 

4,103 mg -> 3,22 mg H,O und 8,95 mg CO,: C 59,5°/, H 8,8°/,. 

4,083 mg -> 3,18 mg H,O und 8,93 mg CO,: C 59,6°/, H 8,7). 
Berechnet fiir C,,H,,0,: C 59,36°/, H 8,98°/,. 


Ein dihnliches Experiment, das mit der Versuchsperson v. d. L. 
angestellt wurde, fiihrte ebenfalls zur Ausscheidung von Sebacin- 
siure im Harn. 


§ 5. Nach Kardaschew”*) sollen die Samenéle von Ulmus 
effusa Willd. und von Ulmus scabra Mill. fir Ernihrungs- 
zwecke sehr geeignet sein. Zur Begriindung dieser Ansicht ver- 
weist er auf den angenehmen Geschmack dieser Ole (!), auf das 
Fehlen von Angaben in der Literatur iiber das Vorkommen 
sesundheitsschidlicher Stoffe im Ulmensamen und _ vermeldet 
schlieBlich den Umstand, daB er zweimal eine bestimmte Menge 
Kartoffeln, die mit 15 g Ulmussamenél zubereitet waren, verzehrt 
habe, ohne daB Verdauungsstirungen eintraten. Von Unitersnchung 
des nach dem GenuB dieses Ols entleerten Harns ist wohl selbst- 
verstiindlich gar keine Rede gewesen. Die von Kardaschew 
mitgeteilten Konstanten der hier in Frage stehenden Ole machen 
es wohl héchstwahrscheinlich, daB auch diese eine erhebliche 
Menge Caprinsiure als Siurekomponente enthalten. Wenn dies 
in der Tat zutrifft, miissen wir die Folgerung Kardaschews 
stiirkstens bestreiten. Ole oder Fette, welche ziemlich 
starke oder starke Disiureacidosis und Diacidurie ver- 
ursachen kénnen, sind nach unserer Meinung als regel- 
mibiger Bestandteil der menschlichen Nahrung durch- 


*) Masloboino Zhirovoe Delo 1926, S. 78; Chem. Z. 1927, I, 2615. 
Eine Ubersetzung dieser russischen Arbeit ist in unserem Besitz. 
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aus unzulassig. Von nennenswert praktischer Bedeutung ig 
diese Frage indessen nicht, da die Samenproduktion der yer. 
schiedenen Ulmenarten sehr gering ist — Beythien, Hempel, 
Pannwitz und Spreckels?) z. B. vermelden einen Ertrag yop 
nur 30 kg Samen von je 1000 Biumen — _ und dieser Samen 
einen verhaltnismiBig kleinen Prozentsatz Ol liefert — Kar. 
daschew z. B. erhielt 20—25°/, Ol beim Pressen des von ihm 
untersuchten Samens —, so daf die Gewinnung von Ulmensamen- 
dlen in einigermaBen gréBerem Umfange wohl fast ausgeschlossen 
scheint. Die Behauptung Pawlenkos?!), daB Ulmensameni 
yein neues Analogon des Kokoséls“ sein soll, ist, wie sich auch 
aus dem in § 6 Gesagten zeigen wird, in jeder Hinsicht falsch, 


§ 6. Kokosfett. Kin von Taylor und Clarke’) untersuchtes 
Kokosfett enthielt als Saurekomponenten 0,46°/, Capronsiure, 
8,7°/, Caprylsaure, 5,6°/, Caprinsiiure, 45,0°/, Laurinsiiure, 16,5 bis 
18°), Myristinsiure usw.; andere Untersuchungen iiber die Zu- 
sammensetzung dieses Fettes*) ergaben hiermit gut  iber- 
einstimmende Resultate. Unseres Erachtens war es nun fraglos 
von Bedeutung, zu ermitteln, inwieweit ein solcher Gehalt an 
niederen gesiattigten Fettsiiuren geniigt, um nach GenuB von 
Kokosfett Ausscheidung von Dicarbonsiuren im Harn zu bewirken. 
Kine begriindete Ansicht hieriiber hatten wir im voraus nicht. 
Jedoch war es selbstverstiindlich so gut wie sicher, daB eine 
etwaige Diacidurie von geringer Bedeutung sein werde; im ent- 
gegengesetzten Falle wirde es ja unverstiindlich sein, daB Kokos- 
fett bereits jahrelang in so grofem Umfange als Speisefett im 
Gebrauch sein kénnte, ohne daB diese Diacidurie aufgefallen wire. 

Der gesunden Versuchsperson v. d. L., die, wie oben schon 
bemerkt, durchweg stark zu Diacidurie neigt, wurde eine Kost 
verabfolgt, welche neben einer reichlichen Menge Kohlenhydrat 
nicht weniger als 175 g Kokosfett enthielt. Dieses Fett wurde, 
in Kaffee aufgeschmolzen, im Laufe von nur 8 Stunden genommen, 
und zwar im folgenden Tempo: 9 Uhr 50 g, 11 Uhr 50g, 15 Uhr 
25 g, 15 Uhr 45 Min. 25 g und 17 Uhr 25g. Auch das Kohlenhydrat 
wurde iiber diese Zeit in einige Portionen verteilt. Von dem 
Zeitpunkt der Verabreichung der ersten Fettportion wurde der 
Harn der Versuchsperson gesammelt und zwar einschlieBlich des- 


27) J. Amer. Chem. Soc. 49, 2829 (1927). 
8) Vgl. Collin u. Hilditch, J. Soc. chem. Ind. 47, 261 (1928); Collin, 
Biochemic. J. 27, 1866 (1938). 
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| jenigen, der am nichsten Morgen nach dem Aufstehen entleert 
wurde. Beim Aufarbeiten dieses Harns in der an anderer 
' Stelle hinreichend beschriebenen Weise zeigte sich die 


Abwesenheit von durch w-Oxydation niederer Kokosfett- 


 siuren entstandener Dicarbons&uren. 


Von mehreren anderen Kernfetten aus der Familie der Palmae 


| jst bekannt, daB sie dieselben Fettsiuren wie Kokosfett, und 
_ gwar in anndhernd gleichen Mengenverhiltnissen wie dieses, als 
| Siurekomponenten enthalten?*), Alle solche Fette kénnen also 
_ praktisch ohne Gefahr des Auftretens von Disiéureacidosis und 


Diacidurie fir Ernihrungszwecke benutzt werden. Mehrere 


iz. B. Kokosfett, Palmkernfett, Cohunefett) finden iibrigens schon 


lange in groBen Mengen in der Speisefettindustrie Anwendung. 


§ 7. Wir wollen nunmebr die Resultate unserer Experimente 
mit Kokosfett, Ulmensamenél und auch Intarvin zusammenfassend 


iiberblicken. 


a) Kokosfett. Aus der wertvollen Arbeit Collins und 


| Hilditchs**) geht mit absoluter Sicherheit hervor, daB Kokos- 
' fett zum weitaus gréBten Teile aus gemischten Glyceriden be- 
' steht; Trilaurin ist nicht in nachweisbarer Menge vorhanden. 
' Zu demselben Schlusse waren bereits Bémer und Baumann?!) 
 gelangt. Indessen sind unseres Erachtens die von diesen Autoren 

mitgeteilten Resultate nicht ohne weiteres als zuverlissig zu be- 


trachten, da ernste Einwinde gegen die von ihnen angewandte 
Untersuchungstechnik erhoben werden miissen. Es wurde nim- 
lich hier zu Anfang der Untersuchung eine teilweise Destillation 
des Kokosfettes im Kathodenvakuum bei 255—285° durchgefiihrt, 
und es ist durchaus nicht unwahrscheinlich, daB unter diesen 
Umstinden gewisse Veriinderungen in der Zusammensetzung des 
Glyceridgemisches stattfinden. So erhielt z. B. Normann*’) ge- 
mischte Glyceride beim Erhitzen von Tributyrin mit Tristearin; 
ihnliche Resultate sind von Griin**’) veréffentlicht worden. 

b) Ulmensamend6l. Der verhaltnismaBig niedrige Erstarrungs- 
punkt (+ 7,1°) unserer Olprobe von Ulmus campestris L. und 
die noch bedeutend niedrigeren Erstarrungspunkte von Olen von 


**) Vgl. Collin, Biochemic. J. 27, 1366 (1993). 

8°) J. Soc. chem. Ind. 47, 261 (1928). 

*!) Z. Unters. Lebensmitt. 40, 97 (1920). 

2) Chem. Umschau Fette, Ole, Wachse, Harze 30, 250 (1928). 
°8) Ebenda 32, 225 (1925). 
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Ulmusarten, die in der Literatur zu finden sind [?') +3,5°; 2?) +.2,00. 
26) etwa 0°], lassen es schon als sehr wahrscheinlich erscheinen, 
daB die Ulmensamendle keine gréferen Mengen Tricaprin ent. 
halten. Mittels der von Hilditch c. s.*4) ausgearbeiteten schinen 
Methode (Behandlung des Fettes in acetonischer Lésung mit iiber- 
schiissigem Kaliumpermanganat, wodurch die ungesittigten Glyce- 
ride in alkalilésliche Produkte iibergefiihrt werden) haben wir 
aus 50 g unseres Oles die voll-gesiittigten Glyceride isoliert; die 
Ausbeute an diesen betrug etwa 45°/). Verschiedene sorgfiltige, 
hier nicht zu erérternde Versuche in verschiedenen Richtungen, 
aus diesem bei niedriger Temperatur schmelzenden Produkt Tri- 
caprin abzusondern, fiihrten nie zu einem Erfolg. Prof. Dr, 
H. I. Waterman (Technische Hochschule, Delft) hatte die Freund- 
lichkeit, wofiir wir ihm hier unseren Dank aussprechen, eine 
Menge unseres Ulmensamenéls in einer Hochvakuumapparatur 
neuer Konstruktion*°) fraktionieren zu lassen und zwar in solcher 
Weise, daB ein Destillat von 36°/, des Gewichtes des in Bearbei- 
tung genommenen Oles und folglich ein Riickstand von 64°/, er- 
halten wurde. Falls Ulmensamenél Tricaprin enthilt, dann ist 
dieses letztere zweifelsohne eines der fliichtigsten, in diesem (| 
vorhandenen Glyceride — man vergleiche hier die in § 4 gegebenen 
Daten beziiglich der Zusammensetzung dieses Oles —, und daher 
im genannten Destillat zu suchen. Alle unsere Versuche, aus 
diesem Destillat Tricaprin zu isolieren, waren jedoch wieder ver- 
geblich. Wir halten es deshalb fiir sicher, daB die Caprinsiiure 
im Ulmensamenél, wenigstens zum weitaus gréBten Teile, als 
Siurekomponent gemischter Glyceride auftritt, welche letzteren 
dann daneben andere, durchweg nicht-diacidogene Siuren als 
Siiurekomponenten enthalten. Ubrigens lieB sich hier auf Grund 
der wohlbekannten grundlegenden Arbeiten von Hilditch c.s. 
iiber die Zusammensetzung von Samenfetten ein anderes Ergebnis 
auch eigentlich nicht erwarten. 

c) Intarvin. Nach Mitteilungen von McKee**) und von 
Kahn‘) wurde oder wird dieses Produkt durch Veresterung von 
Fettsiiuren mit Glycerin erhalten. In Anbetracht des Umstandes, 
daB laut der in § 2 mitgeteilten Analysenresultate das von der 


) Hilditch u. Lea, J. chem. Soc. Lond. 1927, 3106; Collin u. Hil- 
ditch, a. a. O. 

*) Waterman u. Oosterhof, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 52, 895 
(1933); v. Vlodrop, de Verfkroniek, 15 Noy. 1933. 
38) Mc Kee, Naturw. 1923, 938. 
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Versuchsperson yv. d. L. genommene Intarvin mehrere gerade und 
ungerade Fettsiuren als Siurekomponenten enthielt, ist es denn 
auch auf Grund dessen, was jetzt, z. B. durch die Arbeiten von 
Bhattacharya und Hilditch*’), betrefis der Veresterung von 
Fettsiuregemischen mit Glycerin oder Glykol bekannt ist, sicher, 
daB dieses Produkt besonders aus gemischten Glyceriden 
bestand. 

Auf Grund dieser Kenntnis von der Glyceridstruktur der 
unseren Versuchspersonen verabreichten Produkte wagen wir denn 
auch den SchluB, da8B es in bezug auf Disiureacido- 
sis und Diacidurie gleichgiltig ist, ob wir es mit 
einfachen oder gemischten Glyceriden zu tun 
haben. Denn den in unserer zweiten Abhandlung ”) nachgewiesenen, 
jjuBerst typischen Unterschied im Verhalten zwischen Tricaprin 
und Trilaurin haben wir jetzt zwischen dem an Caprinsiure reichen 
Ulmensamenél und dem an Laurinsiure reichen Kokosfett wieder- 
gefunden. Offenbar kommt es allein darauf an, welche 
Fettsiuren in einem Fett als Siurekomponenten auf- 
treten, und in welchen Mengen. Wir kénnen dann, — wie 
dies im vorstehenden iibrigens schon ein vereinzeltes Mal ge- 
schehen ist —, von den diacidogenen HKigenschaften der 
sesittigten Fettsiuren sprechen und hierfiir eine vorliufige 
Tabelle aufstellen, welche der in § 1 fiir die einfachen Triglyceride 
gegebenen vollig analog ist. 

Dieser nach unserer Meinung auf der Hand liegende SchluB 
findet Stiitze in den Resultaten spiiter zu verdéffentlichender Unter- 
suchungen iiber die Verseifungsgeschwindigkeit einfacher gesittigter 
Triglyceride unter Einflu8 von Pankreaslipase. Das jetzt publi- 
zierte Tatsachenmaterial ist indessen unseres Erachtens noch 
nicht hinreichend iiberzeugend. Weitere Untersuchungen in dieser 
Richtung unter Benutzung einiger synthetischer gemischter 
Triglyceride, welche diacidogene und nicht-diacidogene Fettsiuren 
als Siurekomponenten enthalten, sind denn auch im Gange. 


Fir die in der Natur vorkommenden Fette und Ole, 
welche mit héchst vereinzelten Ausnahmen ausschlieBlich Fettsiuren 
mit gerader Zahl von Kohlenstoffatomen als Siurekomponenten 
enthalten, wird der Gehalt an Caprinsiure fiir das Auf- 
treten oder Nichtauftreten von Disaureacidosis und Di- 





57) Proc. roy. Soc. London 129A, 468 (1930); J. chem. Soc. Lond. 
1931, 901. 
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acidurie maBgebend sein; denn Caprylsiure ist ja in viel 
geringerem MaBe vorhanden und die héheren gesiattigten Fettsiuren 
sind nicht diacidogen. In Kokosfett ist der Gehalt an Caprinsiure 
hierfiir offenbar zu gering (vgl. § 6), im Samenél von Ulmus 
campestris L. dagegen reicht er vollkommen aus (vgl. § 4). Solche 
an Caprinsiure reiche natiirliche Fette und Ole, welche also 
Disiureacidosis und Diacidurie bewirken kénnen und daher nach 
unserer Meinung nicht als menschliche Nahrung in Betracht 
kommen diirfen, sind fraglos selten. Die einzigen Beispiele hier- 
von, die wir neben den Ulmussamendélen in der Literatur zu finden 
vermochten, sind Yabunikukei- oder Yabunikkei-Fett, das 
aus dem in Japan vorkommenden Cinnamomum peduncu- 
latum Nees. Fam. der Lauraceae, gewonnen wird oder werden 
kann **) und etwa 50°/, Caprinsiure enthalten soll und das Samen- 
fett der ,,Californian bay tree“, Umbellularia californica”), 
aus welchem 37°/, Caprinsaure isoliert werden konnte. Es ist 
uns unbekannt, ob diese Fette irgendwo als Bestandteil der 
menschlichen Nahrung Anwendung finden. 


Wir danken der ,,Erasmus-Stichting“ in Rotterdam und dem 
»Hoogewerff-Fonds“ im Haag fiir finanzielle Stiitze bei der Aus- 
fiihrung dieser Untersuchungen. 


58) Iwamoto u. Yamada, J. Soc. chem Ind. Japan, Suppl.-Bd. 31, 


229 (1928). 
3 Noller, Millner u. Gordon, J. Amer. chem. Soc. 55, 1227 (1933), 
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Uber den Einflu8 von Sulfhydrylgruppen 
auf Phosphatase verschiedener Herkunft. 
Von 


Anton Schiffmer und Erwin Bauer. 





(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mai 1934.) 


Von E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern') wurde vor 
einiger Zeit die Beobachtung gemacht, daB Sulfhydrylgruppen 
die Phosphatase der Niere stark hemmen, dagegen die phos- 
phatetische Wirkung wenig beeinflussen. Dieser Beobachtung 
wurde von K. Lohmann?) zum Teil widersprochen, der zeigen 
konnte, daB Nierenphosphatase bei neutraler Reaktion keine 
Hemmung erleidet. Dies konnten wir bei einer Nachpriifung 
bestaitigen. Wenn aber dieser Befund Lohmanns spiterhin 
durch Th. Bersin’) so ausgedeutet wurde, daB SH-Gruppen die 
Phosphatase iiberhaupt nicht beeinflussen, so mu dem wider- 
sprochen werden. Beim optimalen p,, der Nierenphosphatase, 
nimlich bei p, = 9, wird die Wirkung des Enzyms, je nach 
den Versuchsbedingungen, bis zu 60°/, und dariiber gehemmt. 

Wir haben unsere Versuche auf eine Phosphatase anderer 
Herkunft und anderer Eigenschaften ausgedehnt. Auch bei Hefe- 
phosphatase, die ihr Wirkungsoptimum bei schwach saurer Reaktion 
hat, zeigt es sich, daB das Enzym in diesem Bereich gehemmt 
wird, wihrend dagegen im alkalischen Milieu die Hemmung nicht 
so stark ausgepragt ist‘). 





1) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner u. A. Scharikova, 
Diese Z. 214, 75 (1933). 

2) K. Lohmann, Biochem. Z. 262, 157 (1933). 

’) Th. Bersin, Diese Z. 222, 177 (1933). 

4) Im alkalischen Bereich wird aus Cystein durch Hefeextrakte H,S 
abgespalten, wobei Bakterienwirkung ausgeschlossen wurde. Hefeextrakte 
sind daher ein gutes Objekt zum Studium der Sulfhydrylasen, die ja 
in Faulnisbakterien eine weite Verbreitung haben, hier aber zum erstenmal 
in Lésung zugiinglich gemacht werden. Unsere Ergebnisse werden durch 
diese Erscheinung kaum beeintrichtigt. 


a 
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Ks scheint demnach eine allgemeine HKigenschaft dey 
Phosphatasen zu sein, daB& sie bei ihrem jeweiligen 
py-Optimum einer Hemmung durch Sulfhydrylgruppen 
unterliegen. 

Die Versuche sind mit dialysiertem und nicht dialysierten 
Enzym ausgefiihrt; da8 das Rohenzym eine schwichere Hemmune 
erleidet, ist dadurch zu erkliren, daB das Enzym im natiirlichen 
Zustand schon teilweise gehemmt ist. Durch Stehenlassen ver. 
diinnter Hefeglycerinextrakte, oder besser durch Dialyse yon 
Rohextrakten nimmt die Hemmbarkeit durch Cystein zu. 

Weniger eindeutig l4Bt sich der EinfluB der Sulfhydry!- 
gruppe auf die phosphatetische Wirkung der Hefe fassen. Die 
Phosphatese der Hefe wird durch Cystein nur unbedeutend ge. 
hemmt; die Entscheidung, ob dies auch fiir gereinigtes vom 
natiirlichen SH-Gehalt befreites Enzym gilt, miissen wir spiiteren 
Versuchen iiberlassen. 

Bis dahin kénnen wir iiber die Rolle der SH-Gruppe fiir 
die Steuerung des Phosphorsiureumsatzes kein abschlieBendes 
Urteil fallen. DaB die als Zwischenprodukte bei der Garung und 
Glykolyse auftretenden Hexosephosphorsiiureester nicht einer vor- 
zeitigen Hydrolyse durch die Phosphatase unterliegen, wird viel- 
leicht nicht nur aus dem Geschwindigkeitsunterschied zu erkliren 
sein, der zwischen der Spaltung von Hexoseestern und der Spaltung 
der ‘Trioseester bzw. ihrer ersten Oxydationsstufe besteht, 
sondern kénnte zum Teil auch auf die Wirkung der SH-Gruppe 
zuriickgefiihrt werden. Die Widerspriiche, die in der Literatur 
der letzten Zeit iiber die Phosphatasehemmbarkeit durch Sulf- 
hydryl aufgetreten sind, zwingen uns, unsere experimentellen 
Befunde hier vorliufig mitzuteilen. 


Versuche. 


Darstellung der Hefephosphatase. Als Enzymmaterial 
dient ein durch Dialyse vorgereinigter Glycerinextrakt aus 
Trockenhefe. 

1 keg frischer Bierhefe wird dreimal mit etwa 10 Liter Wasser 
gewaschen, abgepreBt und bei 28—30° im Brutschrank ge- 
trocknet in einer Schichthéhe von etwa 2 cm. Die geschrotete 
Trockenhefe wird mit Glycerin 1:5 verriihrt und nach eintigigem 
Stehen filtriert. Das klare Filtrat gelangt als Rohpriparat im 
Verhiltnis 1:1 mit Wasser verdiinnt zur Verwendung. 
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Zur weiteren Reinigung wird der Rohextrakt unter dreimaligem 
Wasserwechsel einen Tag im Hisschrank dialysiert. Der Gehalt 
an freier wie an gebundener Phosphorsiure sinkt dabei auf ein 
unbedeutendes Mab. Die Dialyse wird unter Desinfektion mit 
Thymol durch Cellophanmembranen der Firma Kalle, Biebrich a. Rh. 
ausgefihrt. Von einem bei der Dialyse auftretenden Protein- 
niederschlag wird abfiltriert, das Dialysat auf ein p, = 6,4 ein- 
cestellt und im Kisschrank aufbewahrt. Die Haltbarkeit eines 
so gewonnenen Dialysats wird zweckmiBig dadurch erhdht, daB 
man nach der Dialyse mit Wasser die AuBenfliissigkeit durch 
Glycerin ersetzt und dagegen dialysiert, bis der Glyceringehalt 
der Enzymlésung wieder auf 40—50°/, angestiegen ist. Ein so 
hergestelltes Priparat behalt monatelang seine volle Aktivitit. 

Bestimmung der Hefephosphatase. Die Bestimmung 
der abgespaltenen Phosphorsiure erfolgte in den meisten Fallen 
kolorimetrisch nach Briggs*); zur Kontrolle wurde des éfteren 
die gravimetrische Methode nach Embden?) angewandt. Die 
Bestimmung der Phosphorsiure nach Briggs in Anwesenheit 
von Cystein tauscht einen gréBeren Phosphorgehalt vor; es ist 
notwendig, der Standardlésung eine der Bestimmung entsprechende 
Cysteinmenge zuzusetzen, um vergleichbare Werte zu bekommen. 
Zum Vergleich von Phosphatasewirkungen ist es unumginglich 
notwendig, den jeweiligen optimalen Aktivierungsgrad zu messen. 
In den angefiihrten Versuchen ist die fiir die Wirkung des Enzyms 
optimale Mg-Ionenkonzentration vorher ermittelt worden. 


Wirkung von Cystein auf Hefephosphatase. 


Ansatz: 2,5 ccm Veronalacetatpuffer m/20; 0,1 cem m/2-MgS0O,; 0,5 ecm 
Natriumglycerophosphat liquidum Merck 2,8°/,; 1 ccm Enzym, dialysiert und 
glycerinfrei; 10 mg Cysteinchlorhydrat; 10 mg Jodessigsiure; py eingestellt 
mittels Indicatoren; Gesamtvolumen 5,5 ccm; Zeit 2 Stdn., Temp. 30°. 
Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Enzymwirkung abgestoppt durch 
Zugabe von 5 ccm 10°/,iger Trichloressigsiiure. In einem passenden Anteil 
des Filtrats wurde die Phosphorsiure bestimmt. Angaben bedeuten Milligramm 
P-Zuwachs im ganzen Ansatz wihrend der Bestimmungszeit. 




















pH Ohne Zusatz | + Cystein +Cy stein und +J odessig- 
Jodessigsiiure siiure 

6,1 0,64 0,54 0,56 0,59 

7,0 0,48 0,43 0,45 0,39 

8,1 0,25 0,23 0,25 0°21 

















riggs, J. of Biol. Chem. 53, 13 (1922). 


B 
*) G. Embden, Diese Z. 113, 138 (1921). 





248 A. Schiffner und E. Bauer, Sulfhydrylgruppen usw. 


Wirkung von Cystein auf Nierenphosphatase. 


Ansatz: 2,5 cem Veronalacetatpuffer m/20; 0,1 cem m/2-MgSO,; 0,5 cem 

Natriumglycerophosphat liquidum Merck 2,8°/,; 1 cem Enzym (hergestellt 

nach Erdtmann)’). 10 mg Cysteinchlorhydrat; 10 mg Jodessigsiure; p, 

eingestellt mittels Indicatoren; Zeit 1 Stde.; Temp. 30°; Gesamtvolumen 
5,4ceem. Aufarbeitung des Ansatzes wie oben. 








oe 

















r 1 d i” : 
PH Ohne Zusatz | + Cystein +0) — ii Jodessig 
Jodessigsiure siiure 
6,1 0,04 0,03 0,03 0,04 
7,0 0,11 0,10 0,10 0,11 
- — 0,33 0,55 0,69 











Die Hemmung der Nierenphosphatase durch Cystein wird 
durch Jodessigséure zum gréBten Teil wieder aufgehoben, im 
Falle der Hefenphosphatase ist diese Reaktivierung nicht so 
deutlich; das Hefeenzym wird durch Jodessigsiure allein schon 
etwas geschiadigt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die dem Institut fiir Biochemie zur Verfigung 
gestellten Mittel. 


1) H. Erdtmann, Diese Z. 177, 231 (1928). 
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Zur Kenntnis des Fett- und Lipoidstoffwechsels der Hefen. 
3. Mitteilung}), 


Sterin- und Fettanreicherung in untergariger Brauereihefe. 
Von 
Wilhelm Halden. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1934.) 





Einteilung. 


Einleitung und Grundversuch, S. 249. — Lipoidanreicherung 
durch Pressung untergiriger Bierhefe, 8S. 252. — Kombiniertes 
Verfahren zur Erhéhung des Lipoidgehaltes der Hefe, S. 253, — 
Physiologische Grundlagen der Lipoidbildung, S. 255. — Fett- 
und Sterinbildung, S. 257. a) Beispiele fiir Lipoidanreicherungen, S. 260; 
b) Variationen der Unterlagen sowie der Vorbehandlung der Hefe, S. 261; 
c) Gairversuch mit lipoidreicher Hefe, S. 268. — Zur Bestimmungs- 
methode, S. 264. — Automatische pyg-Einstellung, S. 265. — 
Acetoinbildung im Agarboden, S. 268. — Lipoidanreicherung 
und Glykogengehalt, S. 269. — SchluBbemerkungen, §S. 271. — 
Zusammenfassung, S. 272. 


Einleitung und Grundversuch. 


Fir die Untersuchung der physiologischen Vorgiinge bei der 
Entstehung von Sterinen und Fetten in der Hefezelle scheint 
uns von grundlegender Bedeutung, die Bedingungen zu kennen, 
unter denen eine mdglichst hohe Anreicherung von Lipoidstoffen, 
und zwar in méglichst vielen Zellen gréBerer Kulturen stattfindet. 
Da ein tieferer Einblick in das Zellgeschehen nur auf Grund 
zuverlassiger quantitativer Bestimmungen in zahlreichen Stadien 
der Lipoidanreicherung méglich ist, miissen stets geniigende 
Mengen von Hefe zur Analyse vorliegen; es mu aber auch ein 





1) 1. (vorliufige) Mitteilung: W. Halden, F. Bilger u. R. Kunze, 
Naturw. 21, 660 (1933). 2. Mitteilung: ,,Uber die quantitative Bestimmung 
des Ergosterins und der Gesamtsterine in der Hefe“ von F.Bilger, W.Halden 
u. M. K. Zacherl, Mikrochemie XV, 119 (1934). 
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Verfahren gewahlt werden, bei dem eine allmihliche weitgehende 
Zunahme lipoider Stoffe die Untersuchung wohldefinierter Zwischen- 
stufen gestattet. Derartige Bedingungen lagen m. W. bisher nicht 
vor. Es wurde zwar mehrfach versucht, die Bildung von lipoiden 
Stoffen, insbesondere Ergosterin, in Hefezellen durch Anwendung 
der verschiedensten Mittel zu begiinstigen, es wurden hierbei je- 
doch meist nur geringfiigige Steigerungen erzielt. So erreichten 
A. Heiduschka und H. Lindner?) eine Erhéhung des Sterin- 
gehaltes in Saccharom. cerevisiae von 0,61°/, auf 1,01°/,, indem 
sie ,,obergirige Bierhefe in mit Sauerstoff dfters gesittigter Wiirze“ 
ziichteten; die amerikanischen Forscher Ch. E. Bills, O.N.Massen- 
gale und P. S. Prickett’) konnten den Ergosteringehalt einer 
untergirigen Brauereihefe von 0,4°/, auf 1,2°/, durch Ziichtung 
in einer raffinosehaltigen Wiirze erhéhen, wahrend den belgischen 
Autoren M. Castille und E. Ruppol*) eine Steigerung des 
Ergosteringehaltes obergiriger Bierhefe von 0,28°/, auf 0,7°, 
und von untergiriger Bierhefe von 0,16°/, auf 0,5—0,7°/, durch 
Umziichtung auf einer sonst der PreBhefeerzeugung dienenden 
Gerstenmalzwiirze gelang. Im Gegensatz zu diesen Versuchen, die 
in fliissigen Nahrmedien durchgefiihrt wurden und bei denen die 
Ergosterinanreicherung im Hochstfalle den rund 4fachen Wert 
des Ausgangsmaterials erreichte, haben wir durch vollstindige 
Anderung der Arbeitsbedingungen eine Erhéhung des Steringehaltes 
in Bierhefe bis zum 60fachen Betrag des Anfangswertes erzielt. 

Die von uns gewahlte Behandlung der Hefe (vgl. 8. 252) zwecks 
Erhéhung ihres Lipoidgehaltes griindet sich auf folgende Beob- 
achtung: Eine groBe Petrischale (Durchmesser 25 cm) wurde mit 
einem Agarboden beschickt, der 31/,°/, Agar-Agar in ungehopfter 
Bierwiirze enthielt. Auf der glatten Oberfliche verteilte man eine 
diinnfliissige Aufschwemmung von Bierhefe, die nach langerem 
Stehen eine ebenfalls glatte, gleichmiBig diinne Schicht auf der 
Unterlage bildete. Nach 14 Stunden wurde die erste Hefeprobe 
abgenommen und analysiert. Sie ergab bei einem Wassergehalt 
von etwas iiber 90°/, den gleichen Sterinwert wie die Ursprungs- 
hefe, nimlich 0,17°/, der Trockensubstanz®). Dann wurde in den 
Reaktionsraum eine Schale mit Chlorcalcium gestellt und nach 





*) Diese Z. 181, 15 (1929); vgl. auch das Referat dieser Arbeit von 
O. Riemer, Brennerei-Ztg. 48, 17 (1931); Chem. Z. 1931, I, 1465. 

8) J. of Biol. Chem. 87, 259 (1930); 94, 213 (1931). 

4) Bull. Acad. Méd. Belg., Sitzungsber. vom 28. Januar 1933, S. 48. 

‘) Unsere Analysenergebnisse sind durchweg auf Trockenhefe bezogen. 





au 











ad 


Zur Kenntnis des Fett- und Lipoidstoffwechsels der Hefen. 251 


8 stindiger Einwirkung des Trockenmittels ein grofer Teil der 
Hefeschicht abgenommen, verriihrt und in einem Durchschnitts- 
muster der Feuchtwert sowie der Steringehalt bestimmt (vgl. Tab. 1). 


Tabelle 1. 

















Stunden | Feuchtwert®) | °/, Wasser 





14 | 9,35 | 90,3 0,17 (colorimetrisch) 
Einbringen einer CaCl,-Schale in den Reaktionsraum 

8 5,17 83,8 1,05 (colorimetrisch) 

48 4,98 83,3 1,12 9 


Der Steringehalt war demnach durch Herabsetzung des Wasser- 
gehaltes der Hefe binnen wenigen Stunden auf den rund 6 fachen 
Betrag gestiegen. Man belieB den Rest der Hefesuspension noch 
weitere 40 Stunden auf dem Agarboden ohne intensivere Trock- 
nung oder anderweitige Behandlung; die Analyse der Hefe ergab 
nach dieser Zeit keine nennenswerte Zunahme des Steringehaltes. 

Bei unseren Lipoid-Anreicherungsversuchen erwies es sich 
als zweckmaBig, stets den Gehalt an siimtlichen in der Hefe vor- 
kommenden Sterinen (,,Gesamtsterine“) zu bestimmen. Auf Grund 
der Arbeiten von J.Smedley Mc Lean’), Ch.E. Bills®), F.Reindel 
und A. Weickmann®), sowie insbesondere von H. Wieland und 
Mitarbeitern!°), ist die Vielfiltigkeit des Steringemisches der Hefe 
bekannt. Fiir die von uns untersuchte Hefe konnten wir feststellen, 
daB ihr Ergosteringehalt gegen 80°/, des Gesamtsteringemisches 
betrigt. Der Einfachheit halber soll im folgenden stets nur der 
Gehalt an Gesamtsterinen angegeben werden. 

Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen, bei denen eine 
méglichst hohe Lipoidanreicherung angestrebt wurde, beniitzten 
wir fast ausschlieBlich Reinzuchten und Betriebs-Bierhefen, die 
uns von der Brauerei ,,Briider Reininghaus A.-G.“ in Steinfeld bei 


Feuchthefe 
6 a3 . ° 1 onan: . 
) Als ,,Feuchtwert* bezeichnen wir den Quotient 77 iog 


Hieraus laBt sich der Wassergehalt (W) der Hefe in Prozent durch folgende 
Feuchtwert“ x 100 











B . . : 0 as ? 
eziehung ermittelu: °/, W Feuchtwert” + 1 


’) Biochemie. J. 22, 27 (1928). 

8) Ch. E. Bills u. E. M. Honeywell, J. of biol. Chem. 80, 15 (1928); 
99, 71 (19382). 

*) Liebigs Ann. 475, 86 (1929). 

1) Liebigs Ann. 473, 300 (1929); 482, 36 (1930); 489, 31 (1931); vel. 
auch R. K. Callow, Biochemie. J. 25, 79, 87 (1931). 
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Graz in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt wurden. Diese 
untergirigen Hefen vom Typus Frohberg sind fiir Versuche iibey 
den Lipoidstoffwechsel besonders geeignet, da im Hinblick auf 
ihren niedrigen Anfangslipoidgehalt die Zunahme an Sterinen und 
Glyceridfetten besser beobachtet werden kann als bei Hefen mit 
hohen Ursprungslipoidwerten. So betrugen die Spannungen zwischen 
den Anfangs- und Endwerten bei unseren Versuchen mit der ge. 
nannten Hefe fiir die Gesamtsterine zwischen 0,2 und 12°/,, fiir 
die Gesamtlipoide zwischen 1,7 und 36°/,. 

Uber die einzelnen Stufen der Lipoidanreicherung finden 
sich naihere Angaben auf 8S. 254, wihrend der Zusammenhang 
zwischen Sterinen und Glyceridfett (Gesamtlipoiden) auf S. 257 
besprochen wird. 


Lipoidanreicherung durch Pressung untergariger Bierhefe. 


Im gleichen Sinn wie der Wasserentzug durch ein in den 
Reaktionsraum gestelltes Trockenmittel wirkt die gelinde Pressung 
der Hefe wihrend mehrerer Stunden, wobei Steigerungen des 
Steringehaltes auf den 3—4fachen Betrag des Anfangswertes ein- 
treten kénnen. 

Reingeziichtete Bierhefe (Reininghaus) mit 0,2°/, Steringehalt 
wurde in einer kleinen lLaboratoriumsspindelpresse wiahrend 
21 Stunden unter PreBdruck (etwa */, Atm. Uberdruck) gehalten 
und ergab dann einen Gehalt von 0,65°/, an Gesamtsterinen. 
Ahnliche Versuche wurden unter freundlicher Mitwirkung des 
Herrn Dr. Karl Rottmann (Betriebsleiter der Brauerei Reining- 
haus) mit gréBeren Hefemengen durchgefiihrt und ergaben folgende 


Resultate: 


Mebrere Kilogramm einer 6fters durch den Betrieb gegangenen Bier- 
hefe wurden in einer groBen Spindelpresse 12 Stunden lang gepreBt. Der 
Steringehalt der Hefe stieg von 0,18°/, auf 0,36°/,. Ein Teil dieser Hefe 
wurde dann mit der ungefihr 10 fachen Menge Leitungewasser aufgeschwemmt 
und einer zweiten Pressung wie oben unterworfen. Die unmittelbar daraut 
vorgenommenen Sterinbestimmungen ergaben keine Steigerung des Sterin- 
gehaltes: 0,34 bzw. 0,38°/, (Parallelanalysen, nach zwei verschiedenen Me- 
thoden durchgefiihrt). Die 2 mal je 12 Stunden abgepreBte Hefe zeigte je- 
doch nach 3 tigiger Lagerung den bedeutend héheren Sterinwert 0,78°/,, 
wihrend eine nicht gepreBte Kontrollprobe keine Erhéhung ihres Sterin- 
gehaltes aufwies. 

Durch einfaches Pressen in der geschilderten Weise li8t sich der 
Lipoidgehalt nicht iiber ein gewisses MaB erhéhen. Die Zunahme an Sterinen 
ist hierbei gréBer als diejenige an Glyceridfetten, was aus den folgenden 
3 Versuchen hervorgeht. 2 kg sog. Sammelhefe aus dem Girbetrieb (Gesamt- 
lipoidgehalt 1,8°/,; Gesamtsterine 0,2°/,) wurde wihrend 15 Stunden in der 
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Spindelpresse gepreBt; nach 24 stiindiger Beriihrung mit Luft fand man in 
einem Durchschnittsmuster 2,5°/, Gesamtlipoide und 0,7°/, Sterine. Die 
Hefe wurde dann mit 1,5 Liter Wasser, dem 0,5°/, Alkohol beigemengt 
waren, wihrend 7 Stunden unter zeitweisem Riihren behandelt und wieder 
15 Stunden unter PreBdruck gehalten. Die Analyse eines Durchschnitts- 
musters ergab keine Veriinderung der Lipoidwerte. Hierauf wiederholte man 
die letztgenannte Behandlung und lieB die kriimelige Masse noch lingere 
Zeit in Beriihrung mit Luft. Die Bestimmung ergab 2,3°/, Gesamtlipoide 
bzw. 0,79/, Sterine, somit keine Anderung. 

SchlieBlich wurde eine Betriebshefe (Werte vgl. Tab. 2) 24 Stunden 
gepreBt und zeigte daraufhin bei einem ,,Feuchtwert“ von 3,35 einen Sterin- 
gehalt von 0,58°/, als Mittelwert zweier Bestimmungen, nimlich 0,57 bzw. 
0,59 %/o. 

Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB bei der Pressung fast 
ausschlieBlich die Sterine eine Zunahme erfahren hatten. 


Tabelle 2. 

















Vor der Pressung | Nach der Pressung Zunahme 
in %/, ia, in %/, 
Gesamtlipoide. . A | 2,1 0,4 
ON oe ss i 0,2 0,58 0,38 











Bei einem anderen Versuch (Betriebs-Bierhefe 36 Stunden 
unter PreBdruck; ,,Feuchtwert“ vor der Bestimmung 3,09) er- 
reichte die Zunahme des Steringehaltes 250°/,, dagegen diejenige 
der Gesamtlipoide nur etwa 52°/,; vgl. Tab. 3. 














Tabelle 3. 
Vor der Pressung| Nach der Pressung Zunahme 
in °/, in %/, in %/, 
Gesamtlipoide . 2,4 8,61; 3,66 1,24 
Sterine. ... 0,24 0,82; 0,83; 0,86 0,6 











Kombiniertes Verfahren 
zur Erhodhung des Lipoidgehaltes der Hefe. 

Um zu héheren Lipoidwerten zu gelangen, als sie sich auf 
die oben erwihnte Weise erhalten lieBen, wurden wasserarme 
Hefekulturen in dinner Schicht auf porésen Unterlagen aus- 
cebreitet und mehrere Tage in geschlossenen Reaktionsriumen 
bei intermittierendem Evakuieren mit reichlichen Luftmengen be- 
handelt. Durch diese MaBnahmen sollte eine méglichst weit- 
gehende Auflockerung der Hefe-Zellschichten sowie eine allseitige 
Berithrung der Hefezellen mit der umgebenden Atmosphire er- 
reicht werden. 
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Bei Verwendung wasserreicher Hefesuspensionen scheinen — 
wie oben gezeigt — die fiir eine ansehnliche Lipoidbildung not. 
wendigen Bedingungen nicht vorzuliegen. Da seit den Arbeitey 
von ©. von Naegeli und O. Loew!) die wichtige Rolle des Sauer. 
stoffs fiir die Fettbildung in Mikroorganismen bekannt ist, mufte 
auch bei der von uns angewendeten Arbeitsweise fiir reichliche 
Luftzufuhr gesorgt werden. Ferner erwies es sich auch bei der 
im folgenden geschilderten Behandlung der Hefe als giinstig fiir 
die Lipoidbildung, den durch Unterdruck aufgelockerten Hefe- 
kulturen Luft zuzufiihren, die mit Alkoholdimpfen!”) beladen 
war. Folgende Behandlungsweise hat sich zur Erzielung einer 
lipoidhaltigen Hefe in zahlreichen Fallen bewahrt}*): 


GroBe, keimfreie Petrischalen oder andere KulturgefaBe werden mit 
griindlich sterilisierter, warmer Agarlésung so beschickt, daB der Boden 
eben bedeckt ist. Die Grundschalen werden zur Erleichterung der Gas- 
zirkulation mit einigen seitlichen Einkerbungen versehen. Zum Zwecke der 
Abkiihlung werden die KulturgefiBe unter eine evakuierbare Glasglocke 
gestellt, die durch Abreiben mit etwas Alkohol entkeimt ist. Dann eva- 
kuiert man mittels der Wasserstrahlpumpe, wobei die Luft durch ein mit 
einem Drei-Wege-Hahn versehenes Rohr streicht. Nach lingerem Eyva- 
kuieren wird das Absaugerohr verschlossen und der Drei-Wege-Hahn in 
eine solche Stellung gebracht, daB er einen durch Watte filtrierten Luft. 
strom eintreten 1iBt, dem etwas Alkohol oder ein anderes fliichtiges Agens 
beigemischt werden kann, indem man das Wattefilter damit anfeuchtet. 
Auf diese Weise dringt das Luftgemisch in alle Schalen und deren pordse 
Béden ein. Unter sterilen Bedingungen werden dann Aufschlimmungen 
reingeziichteter Bierhefen auf die Boden aufgetragen. Die Hefe-Suspension 
(z. B. in verdiinnter, etwa 0,15°/,iger Agarlésung) wird so iiber die Béden 

_verteilt, daB sich diinne, einige Millimeter hohe Schichten bilden. Wichtig 
ist, da8 stets fiir ausgiebige Liiftung der Kulturen gesorgt wird; vor- 
teilhafterweise wird tiglich 1—2 mal evakuiert und danach wieder frische, 
durch eine dicke Watteschicht filtrierte Luft eingelassen, die man mit dem 
Dampf eines Narkotikums beladen kann. Bei dieser Arbeitsweise und Ver- 
wendung einer untergirigen Bierhefe, Typus Frohberg, wurden auf einem 
Agarboden mit 5°/, Rohrzuckergehalt die in Tab. 4 angegebenen Sterin- 
Werte erreicht. 





11) Liebigs Ann. 193, 322 (1878). 

12) Auf die giinstige Wirkung von Alkohol fir die Fettbildung in 
Mikroorganismen wurde insbesondere von P. Lindner hingewiesen. Wochen- 
schr. f. Brauerei 38, 198 (1916); Z. Biol. 7, 68 (1919); 8, 56 (1920); 9, 100 (1921): 
Z. angew. Chem. 35, 110 (1922); vgl. auch H. Haehn, Z. Biol. 9, 217 (1921); 
H. Haehn u. W. Kinttof, Ber. chem. Ges. 56, 439 (1923); J. Smedley 
Me Lean, Biochemie. J. 16, 370 (1922). 

18) Bisher fithrten wir unsere Versuche stets bei Zimmertemperatur 
durch. 
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Tabelle 4. 

















Wassergehalt °/, Gesamtsterine 
Tage 7 
Feuchtwert | °/, Wasser |colorimetrisch“)} gravimetr."*) 

0 wasserreiche Suspension 0,18 0,2 

3 4,14 | 80,5 4,33 ~ 

6 3,98 | 80 6,18 — 

10 4,05 | 80 7,56 8,6 

17 5,01 | 83 7,97 8,9 

20 3,37 -_ . 9,0 — 

48 3,05 | 75,3 11,9 12,9 











Man erkennt, daB beim Wassergehalt von 80°/, schon nach 
3 Tagen eine mehr als 20-fache Steigerung des Steringehaltes 
eintrat. In den nichsten Tagen machte die Sterinanreicherung 
weitere Fortschritte; zwischen dem 10. und 17. Tag erfolgte je- 
doch nur eine geringfiigige Zunahme, was entweder damit zu- 
sammenhiangen konnte, daf der héchstmégliche Wert erreicht war, 
oder damit, daB die Bedingungen fiir die Lipoidanreicherung un- 
giinstige geworden waren. 

Zur Entscheidung dieser Frage wurde die Beobachtung aus- 
gewertet, daB in der Zeitspanne vom 10. bis zum 17. Tag eine 
Erhéhung des Wassergehaltes in der Hefesuspension eingetreten 
war. Daher brachte man durch Einstellen einer Schale mit Chlor- 
calcium in den Reaktionsraum den Wassergehalt der Suspension 
zum Absinken (in 3 Tagen von 83 auf 77°/,) und erreichte dadurch 
eine Zunahme des Sterinwertes um iiber 1°/,. Auch der Sterin- 
gehalt von 9°/, bedeutete jedoch kein Endstadium; denn nach 
weiteren 28 Tagen nahm (bei gleicher Behandlung der Kulturen) 
der Steringehalt noch um 3°/, zu und zeigte dann den rund 
60fachen Wert des Ausgangsmaterials. 


Physiologische Grundlagen der Lipoidbildung. 


Allem Anschein nach wird der physiologische Vorgang der 
Lipoidanreicherung durch verschiedene Faktoren begiinstigt, deren 
Zusammenwirken zu ungewohnlichen Steigerungen fiihrt, wie wir 
sie haufig feststellen konnten. Der besseren Ubersicht halber 





14) 2. Mitt., S. 133. Die in Tab. 4 mitgeteilten colorimetrischen Sterin- 
werte wurden nach dem Verfahren von A. Heiduschka u. H. Lindner 
(a. a. O.) bestimmt, das auf Grund unserer vergleichenden Untersuchungen 
irgebnisse liefert, die im Mittel um 10°, tiefer liegen als die gravimetrisch 
gefundenen Werte. 
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soll versucht werden, die besonderen Kennzeichen des neuen Ver. 
fahrens denjenigen der Alteren Methoden bzw. den normaley 
Girungsvorgingen gegeniiberzustellen. 























Tabelle 5. 
Alkoholische Girung Bildung von Lipoiden 
1 Zellsprossung ...... Keine Zellvermehrung 
2 WasseriiberschuB ... . Feuchtigkeitsoptimum der Kulturen: 
(tiber 90 °/, Wasser) Wassergehalt zwischen 75 u. 85 °/, 
3 N-haltige Nahrlésung . . N-freier, fester Nihrboden | 
4 Sauerstoffmangel ... . SauerstoffiiberschuB 
5 Alkoholbildung .... . Alkoholverbrauch 
6 Abbauende enzymatische Synthetische Vorgiinge (Fett- und 
Vorgiinge, insbesondere Sterinbildung) 
Hydrolysen 


Aus der Gegeniiberstellung (Tab. 5) folgt, daB es sich bei der 
Lipoidbildung im wesentlichen um einen der Garung und Sprossung 
entgegengesetzten Vorgang handelt, fiir den die Abwesenheit 
gréBerer Wassermengen foérderlich ist. Wir konnten feststellen, 
da8 bei Einhaltung der oben angegebenen Bedingungen stets eine 
reichliche Lipoidbildung eintrat, wenn die verwendeten Hefe- 
kulturen sich in einem physiologischen Zustand befanden, der 
fiir das EKintreten synthetischer Zellprozesse geeignet ist. Dies 
ist nicht bei allen Kulturen der Fall. So zeigen insbesondere 
ailtere Betriebs-Bierhefen, die éfter durch den Girbetrieb ge- 
gangen sind, keine Bereitschaft zu reichlicher Lipoidbildung. Wie 
weiter unten gezeigt wird, lassen sich jedoch auch diese Kulturen 
durch kurze ,,Angaérung“ oder Waschung wieder in eine fiir die 
Lipoidanreicherung giinstige Form bringen. 

Durch zu weitgehenden Wasserentzug werden die Bedingungen 
fiir die Lipoidbildung verschlechtert. Aus unseren zahlreichen 
Versuchen iiber den EinfluB des Wassergehalts auf die Lipoid- 
anreicherung ergibt sich, daB die besten Ergebnisse bei ,,Feucht- 
werten“ zwischen 3 und 5 erzielt werden, was ungefahr 75 bis 
83°/, Wasser in den Hefesuspensionen entspricht. 

Man war gewohnt anzunehmen’”)!’), daB reichliche Zufuhr 
von Luft, am besten in Gegenwart von Alkohol, schon geniige, 
um in Hefezellen eine starke Bildung lipoider Stoffe zu bewirken. 
Manche Autoren’) halten besondere Kohlehydrate, andere‘) die 
Gegenwart bestimmter Nahrstoffe und Salze fiir wesentlich. Wir 
sind auf Grund unserer Versuche der Ansicht, daB die genannten 
Faktoren wohl in manchen Fallen, Sauerstoffgegenwart sogar 











id 
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immer, fir die Lipoidanreicherung notwendige V orbedingungen sind, 
daB aber bedeutende Erhéhungen des Lipoidgehaltes nur bei Ab- 
wesenheit gréBerer Wassermengen in Hefekulturen erfolgen kénnen. 


Fett- und Sterinbildung. 

Um den EinfluB des Wassergehaltes sowie denjenigen der 
Vorbehandlung der Hefe auf die Lipoidbildung zu ermitteln 
dehnten wir unsere Versuche auch auf die Bestimmung des Fett- 
gehaltes der Hefe aus’). Durch diese Erweiterung sollte auch 
die Frage entschieden werden, welche Beziehungen zwischen dem 
Gesamtlipoidgehalt und dem Steringchalt in verschiedenen Stadien 
der Anreicherung bestehen. Bisher war eine Beurteilung dieser 
Zusammenhiinge dadurch erschwert, daB in wasserreichen Medien 
unter den Bedingungen der Girung und Sprossung die Bildung 
lipoider Stoffe nur eine Nebenreaktion vorstellt, deren allmahlicher 
und stark gehemmter Verlauf eine quantitative Bestimmung kaum 
zuliBt. Dagegen konnte durch die véllige Anderung der Arbeits- 
bedingungen, die vornehmlich durch Herabsetzung des Wasser- 
sehaltes der Kulturen gekennzeichnet ist, die Lipoidbildung 
zur Hauptreaktion gestaltet und dadurch einer quantitativen 
Erfassung leichter zuginglich gemacht werden. 


Im Schrifttum widersprechen sich die Angaben iiber die Zusammen- 
hinge von Fett- und Sterinbildung. Nach E. F. Terroine, R. Bonnet, 
G. Kopp und J. Véchot' besteht ,,bei Mikroorganismen, die entweder 
von Haus aus fettreich sind oder bei denen kiinstlich durch Ziichtung auf 
zuckerreichen Medien eine Steigerung des Fettgehaltes erzielt wurde, kein 
Parallelismus zwischen dem Gehalt an Fettsiiuren und Sterinen“. Diese 
Autoren kommen auf Grund ihrer Untersuchung der Stoffwechselvorginge 
beim Schimmelpilz Sterigmatocystis nigra zu dem Schlu8, da8 sich die 
Sterine auf Kosten der Fette bilden. Diese Befunde fanden spiiter eine 
Bestiitigung durch die Arbeiten von Ch. Pontillon*’). 





18) Die Untersuchungen iiber die wissenschaftlichen Grundlagen der 
Fettanreicherung in der Hefe wurden im Friibhjahr d. J. 1930 am Biochemi- 
schen Institut der Technischen Hochschule in Graz begonnen. Ich méchte 
auch an dieser Stelle Herrn Dr. Roland Kunze fiir seine wertvolle Mit- 
hilfe bei diesen Vorversuchen meinen besten Dank aussprechen. Herrn 
Prof. Dr. F. Fuhrmann danke ich fiir die uns wihrend der ersten Zeit 
unserer Arbeiten in seinem schénen Institut gewiihrte Gastfreundschaft. 
Eine kurze Erwihnung dieser Arbeiten findet sich im ,,Handbuch der 
Pflanzenernihrung“ von F. Honcamp, Beitrag ,,Fette und Wachse“ von 
W. Halden, I. Band, S. 100/101 (Verlag J. Springer, Berlin 1931). 

16) Bull. Soc. Chim. biol. 9, 678 u. zw. 690 (1927). 

17) Contribution a l'étude physiologique des lipoides du Sterigma- 
tocystis nigra“, Thése Paris 1932 und Revue générale botanique 44, 417, 
465, 526; 45, 20 (1932—19383). 
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Fiir die Hefe glaubten A. Heiduschka und H. Lindner?) durch jhrey 
Versuch der Sterinanreicherung bei starker Beliftung und Alkoholzusat, 
zur Girwiirze ihre Vermutung geniigend gestiitzt zu haben, daB sich | he; 
Anwendung fettsteigernder Mittel auch ein héherer Ergosteringehalt erzielen 
laBt“. Leider finden sich in dieser Arbeit keine Zahlenangaben iiber dey, 
Fettgehalt der Hefeproben, so da8 ein Schlu8 auf die Beziehungen einzelnoy 
Lipoidstoffe nicht méglich war. Auf breiterer Basis versuchten O.N. Massey. 
gale, Ch. E. Bills und P. S. Prickett’) dem Problem der Fett- ung 
Sterinbildung in der Hefe niherzukommen. Sie gingen von einer Reinzucht 
untergiriger Brauereihefe (Saccharomyces cerevisiae, Typus Frohberg) ans, 
wodurch ihre Untersuchungen und deren Ergebnisse unmittelbar mit den 
unsrigen vergleichbar sind. Der wesentliche Unterschied zwischen dep 
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Zusammenhang des Gehaltes an Gesamtlipoiden und Sterinen 
in verschiedenen Stadien der Lipoidanreicherung*®). 


Arbeitsbedingungen der genannten Forscher und unserem Verfahren ist der, 
daB sie in wasserreichen Naihrlésungen von verschiedener Zusammen- 
setzung Hefe ziichteten, wihrend wir eine Behandlung von Hefeflichen- 
kulturen auf festen Unterlagen verschiedener Art bei niedrigem Wasser- 
gehalt vornahmen. Bills und Mitarbeiter erreichten als héchste Steigerung 
des Ergosteringehaltes einen rund dreifachen Wert im Vergleich zum 
Ausgangsmaterial, und zwar in raffinosehaltiger Nihrlésung. Sie fanden 
keine Beziehung des Ergosteringehaltes gegeniiber anderen Faktoren als zu 
dem als Kohlenstoffquelle angewandten Kohlehydrat. Uber den Zusammen- 
hang mit dem Fettgehalt déuBern sie sich ('*), S. 216] folgendermaBen: ,,It is 
evident from the data (Table I) that the ergosterol content of yeast bears 
no relation to the fat content, or, as more exactly stated, it bears no relation 
to the non-ergosterol lipoid. «‘ 

Es ist begreiflich, daB bei einer vélligen Anderung der 
Umweltbedingungen auch die Stoffwechselvorginge in der Hefezelle 
eine grundlegende Anderung erfahren. Wird der Wassergehalt 


einer Hefekultur auf das fiir die Lipoidbildung optimale Mab 





18) J. of biol. Chem. 94, 213 (1931). 

1%) Diese Beziehung kann als Hilfsmittel fiir die Sterinbestimmung 
verwendet werden. Nach Feststellung des Gesamtlipoidgehaltes ergibt sich 
schiitzungsweise aus der Kurve der entsprechende Sterinwert, wodurch die 
Vorbereitung fiir die Sterinanalyse wesentlich erleichtert wird. 
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herabgesetzt und fiir méglichst viele Zellen derjenige Zustand ge- 


schaffen, bei dem die Lipoidanreicherung maximal verliiuft, so wird 


auch die ganze Kultur hohe Werte fiir den Gesamtitherextrakt 
zeigen. Und hierauf haben wir hingearbeitet, um vergleichbare 
Ergebnisse zu erzielen, die auch einige Aufklirung iiber den Zu- 
sammenhang von Sterin- und Gesamtlipoidgehalt brachten. 

Auf Grund der Analysenergebnisse von mehr als 5 Dutzend 
Versuchen lieB sich unzweideutig eine Beziehung der Sterin- zur 
Gesamtlipoidzunahme in verschiedenen Stadien der Anreicherung 
ermitteln (vgl. Tab. 6), die ihren graphischen Ausdruck im Dia- 
gramm Fig. 1 findet. 

In Vorversuchen am biochemischen Institut der technischen 
Hochschule Graz hat Herr Dr. R. Kunze festgestellt, daB auch 
bei héherem Lipoidgehalt die Hauptmenge des Atherextraktes aus 
verseifbaren Glyceriden besteht. 


Tabelle 6. 

Zusammenhang von Glyceridfett- und Steringehalt 
in verschiedenen Stadien der Lipoidbildung. 
Bierhefe, untergirig, Typus Frohberg; ,,Spatenbriiustamm“ 
der Brauerei Briider Reininghaus A.-G. in Graz. 






































n > r= o E o = = E o n 5 r= r) = >) 2 = = 
> 2 So Sa |[KOSscil so 2 So a5 |e2as 
SH] S35 | SE |Sops 28] 35 a5 |Sees 
| oal oes |nscall 2s ws ey oY [Neo a 
2 5 ot mn Bue o — m fe 
> e — < s- 8 > A ie > > & 
° ° > © ° i S 
i—12 | 1,9*% | 0.2% | 11,1% 32 17,0 3,9 22,9 
13 2.3 0,26 11,3 38—44| 18,0*) 4,7*) | 26,5%) 
14 2,9 0,4 13,8 45 19,3 3,9 20,2 
15 3,8 0,6 15,8 46 19,7 5,1 25,9 
16 4,6 0,8 17,3 47 19,9 4,5 22.6 
17 5,8 1,0 17,3 48 20,6 4,6 22,4 
18 6,0 1,3 21,6 49 20,9 5,3 25,3 
19 6,3 1,0 15,9 50 21,9 5,1 23,3 
20 7,1 0,93 13,1 51 23,8 5,4 22,6 
21 7,1 1,4 19,7 52 25,6; 26,0] 5,5 21,3 
22 7,3 1,1 15,0 53 26,7 7,5 28,2 
23 7,4 1,5 20,1 54 28,6 6,9 24,1 
24 7,4 1,33 17,9 55 28,7 7,7 26,8 
25 8,5 1,7 20,0 56 28,8 6,8 23,6 
26 | 10,1 1,7 16,8 BT 30,2 8,0 26,5 
27 10,1 2,1 21,0 58 30,5 8,1 26,5 
28 12,2 2,2 18,0 59 31,1 7,8 24,9 
29 12,7 2,9 22,8 60 34,0 8,3 24,4 
30 | 13,7 3,5 25,5 61 34,5 9,4 27,2 
31 15,6 3,7 23,8 62 35,8 10,5 29,4 
*) Mittelwerte aus je 12 Bestimmungen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXV, 18 
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a) Beispiele fiir Lipoidanreicherungen. 


Reinzuchthefe (Reininghaus) wurde auf niahrstofflosen Agar- 
béden nach 8. 254 aufgetragen und in gewohnter Weise mit 
Alkoholdimpfen bei intermittierendem Evakuieren behandelt. Die 
urspriingliche Hefesuspension enthielt gegen 90°/, Wasser und 
zeigte die normalen Lipoidwerte: 1,9°/, Gesamtlipoidgehalt: 


Tabelle 7. 

















Dauer der Wassergehalt °/, Gesamt- | °/, Gesamt- 

Behandlung Feuchtwert | °/, Wasser lipoide sterine 
20 Stunden. ... 7,19 88 4,57 0,75 
_ eee es 5,04 83,5 5,74 0,82 
Se 6 6 as 5,21 84 11,07 2,08 
“eee ee 4,60 82 18,54 4,84 











Uber Kinzelheiten weiterer Versuchsreihen geben die Tab. 8 
bis 15 AufschluB. 
Tabelle 8. 
Reinzuchthefe (Reininghaus) vom Gesamtlipoidgehalt 2,0°/, und Sterin- 


gehalt 0,18 °/,. Niahrstoffloser Agarboden. Behandlung mit Alkohol- 
atmosphire bei intermittierendem Evakuieren. 




















Behandlungs- 
dauer 4 een ee _____| °/, Gesamt- %/, Gesamt- 
in Tagen Feuchtwert  °/, Wasser lipoide sterine 
7 4,36 81 20,6 46 
15 3,86 79,5 26,7 7,5 
29 4,05 80 30,2 8,0 











Tabelle 9. 


Reinzuchthefe (Reininghaus) vom Gesamtlipoidgehalt 2,0 °/, und Steringehalt 

0,18 °/). Nihrstoffloser Agarboden. Behandlung mit Alkoholatmosphiire 

bei intermittierendem Evakuieren; im einen Fall (a) Athylalkohol, im anderen 
Fall (b) Propylalkohol in Dampfform den Hefekulturen zugefiibrt. 






































aie Wassergehalt ‘i. 1 
“—<_ na Art des Dampfes "aie. 0, Gesamt- Gesamt- 
in Tagen wert Wasser | lipoide | sterine 

6 a) Athylalkohol 4,41 81,5 13,1 2,5 
b) Propylalkohol 4,92 83 7,1 0,9 

16 a) Athylalkohol 3,88 79,5 29,7 6,3 

. b) Propylalkohol 4,65 82 7,6 1,0 

80 a) Athylalkohol 3,67 78,5 34,0 8,3 

' b) Propylalkohol 4,99 83,5 8,9 1,1 
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(,2°/, Sterine. Wie aus der T'ab. 7 hervorgeht, erfolgte eine 
Zunahme der lipoiden Zellbestandteile schon nach 20 Stunden, 
wobei ein deutlicher Unterschied zwischen der Kultur mit dem 
hoheren und derjenigen mit dem niedrigeren Feuchtwert fest- 
zustellen ist. 

Aus der Tab. 9 ergibt sich, daB bei Anwendung von Propyl- 
alkohol nur verhiltnismabig geringfiigige Steigerungen der Lipoid- 
werte unter den angegebenen Bedingungen erhalten werden kénnen. 


Tabelle 10. 


Reinzuchthefe (Reininghaus) mit 1,77 °/, Gesamtlipoid- und 0,2 °/, Sterin- 
gehalt. Nihrstoffloser Agarboden. Behandlung der Hefekulturen bei inter- 
mittierendem Evakuieren in einer Atmosphire von Paranitrotoluol. 








andlungs- ‘ _—? , 
wagers g Wassergehalt o, Gesamt- +) Geaumt- 
in Tagen Feuchtwert | °/, Wasser lipoide sterine 
3 6,38 86,5 3,44 0,41 
7 4,09 80,5 4,82 1,00 
10 5,24 84 5,36 1,23 
16 5,54 85 5,36 1,35 
21 5,11 83,5 5,47 1,31 
27 5,48 84,5 7,20 1,97 











Bei der Versuchsreihe (vgl. Tab. 10) war die Hefe 5mal mit 
der 6—10fachen Menge Leitungswasser unter Turbinieren ge- 
waschen worden. Die Ergebnisse lassen erkennen, daB in Gegen- 
wart eines Narkotikums wie Paranitrotoluol — in 4hnlicher 
Weise wie mit Propylalkohol — nur eine stark verzégerte Lipoid- 
anreicherung eintritt, und auch nach mehrwéchiger Behandlung 
erst Werte erreicht werden, die bei normaler Behandlung (Luft 
baw. Athylalkohol) schon nach Stunden oder wenigen Tagen er- 
zielbar sind. 


b) Variationen der Unterlagen sowie der Vorbehandlung 
der Hefe. 


Um Klarheit dariiber zu gewinnen, ob die Natur des Bodens 
fiir die Lipoidanreicherung von Einflu8 ist, wurden Versuchs- 
reihen auf Agarbdden und anderen porésen Unterlagen durch- 
gefiihrt, als welche insbesondere Gips-, Chamotte- und Tonplatten 
in Betracht kamen. Von mehreren derartigen Versuchen, welche 
die Anwendbarkeit der genannten Béden zeigten, sei derjenige 
mit Tonplatten herausgegriffen (vgl. Tab. 11). 


18* 
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Tabelle 11. 


Betriebs-Bierhefe (Reininghaus) mit 1,8°/, Gesamtlipoidgehalt und 0,17 °), 

Steringehalt. Behandlung der Hefekulturen in iiblicher Weise mit Alkohol- 

Luftgemischen bei intermittierendem Evakuieren: a) auf sterilisierten Ton. 
platten; b) auf Agarbéden. Versuchsdauer 22 Tage. 








Tonplatten Agarbéden 





| 


Bierhefe | Bierhefe *) Bierhefe _ Bierhefe*') 
gewaschen | wiirzehaltig | gewaschen | wiirzehaltig 

















°/, Gesamtlipoide 30,5 35,8 28,8 23,8 
°/, Gesamtsterine 8,1 10,5 6,8 5,4 








Beim Vergleich von Reinzuchthefen und Betriebs-Bierhefen 
ergab sich, daB die letzteren nur dann eine starke Lipoidbildungs- 
tendenz aufwiesen, wenn sie durch ,,Angirung“ mit hopfenfreier 
Wiirze oder einer synthetischen Nihrlésung regeneriert wurden. 
Oft geniigte aber auch schon einfaches Waschen mit gréBeren 
Mengen von Leitungswasser, um die Betriebs-Bierhefe fiir die 
Lipoidanreicherung geeignet zu machen. Nach solcher Vor- 
behandlung ist Betriebs-Bierhefe der Reinzuchthefe ebenbiirtig, 
unter Umstiinden kann sie ihr sogar iiberlegen sein, wie dies bei 
dem Versuch zutraf, dessen Einzelheiten aus Tab. 12 zu_ ent- 
nehmen sind, 

Tabelle 12. 
I. Reinzuchthefe mit 1,9 °/, Gesamtlipoid- und 0,18 °/, Steringehalt. 
II. Betriebs-Bierhefe (Reininghaus) mit 2,0 °/, Gesamtlipoidgehalt und 0,19”), 
Steringehalt. Die Hefe war 3mal mit hopfenfreier Bierwiirze vorbehandelt (a) 
und ein Teil (b) 5 mal mit Leitungswasser gewaschen. Agarboden, niilir- 


stofflos. Alkohol—Luftatmosphire. Intermittierendes Evakuieren. 
Versuchsdauer 14 Tage. 











II. Betriebshefe 


a) in Bier- |b) mit Wasser 





I. Reinzucht 




















wiirze | gewaschen 
°/, Gesamtlipoide . . 25,6; 26,0 28,6 34,5 
°/, Gesamtsterine . . 5,5 6,9 9,4 


Im allgemeinen ist die Lipoidanreicherung auf nahrstofflosen 
Béden stirker als auf nihrstoffhaltigen. Ausfiihrliche Angaben iiber 
die Beziehungen des Nahrstoffgehaltes zur Lipoidbildung bei Hefe- 
zellen sollen in einer spiiteren Mitteilung erfolgen. Hier sei nur 





0) Sehr diinne Hefeschicht. 
*1) Anfangs zu wenig getrocknet. 
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kurz auf einen Versuch hingewiesen (Tab. 13), bei dem an Stelle 
eines gewohnlichen Agarbodens ein solcher mit 5°/, Fructose- 
zusatz verwendet wurde. Im iibrigen waren die Bedingungen 
ganz die gleichen wie bei dem vorstehend beschriebenen Versuch 
(vgl. Tab. 12). 

Tabelle 13. 


Betriebs-Bierhefe, wie in Tab, 12, II, b. 
Versuchsdauer 1 14 Tage. 




















Wassergehalt » Gesamt- » Gesamt- 
Feuchtwert | 9 le Wasser “Tipoide | sterine 
4,06 80,5 11,5 3,9 | 








Es wurde sik der Einflu8 des Lichtes auf die Lipoidbildung 
untersucht. Beim Vergleich der Lipoidanreicherung nach 11 tagiger 
Behandlung einer Reinzuchthefe bei Tageslicht bzw. im vdllig 
verdunkelten Raum wurden die in Tab. 14 wiedergegebenen Werte 
erhalten. Da die Abweichungen innerhalb der durch die Ver- 
suchsmethodik bedingten Grenzen liegen, kann angenommen wer- 
den, daB die Lipoidbildung in der Hefezelle unabhingig von der 
Wirkung des Lichtes verliuft. Weitere Versuche sollen auch 
hiertiber entscheiden. 














Tabelle 14. 
Reinsuchthefe mit 1,8 %/, ction und em “lo cose: sermon 
e ‘Tageslicht aeaseiemenn 
- Connie. PWS 4 20, 6 20,9, 
» Gesamtsterine . oN 5,7 5,3 





c) Girversuch mit lipoidreicher Hefe. 
Die héchsten Lipoidwerte wurden bei einem Versuch erzielt, 
der 131 Tage wihrte (vgl. Tab. 15, I). Ein Teil der lpoidreichen 


Tabelle 15. 


Reinzuchthefe mit 1,8 °/, Gesamtlipoid- und 0,19 °/, Steringehalt. 
Agarboden, nahrstofflos, mae mit Alkohol-Luftgemischen bei 
intermittierendem Evakuieren. 
I. Versuchsdauer 131 Tage. II. tine ora: ki Tee). 

















> m 0 0) 
Vers.~ Piensitiete Wassergehalt ie Trocken P he 
A " pa hefe Gesamt- | Gesamt- 
Nr. in g Feucht- lo ; ree . 
wert Wasser in g lipoide sterine 
I 1,206 3,08 75,5 0,39 42.5%) 13,5 
I 5,05 5,78 85 0,873 19,4 6,2 

















*) Mittelwert aus 2 Bestimmungen: 42,8: 42,2. 
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Hefe (1,206 g mit 75,5°/, Wassergehalt) kam zur Vergirung in 
Bierwiirze. Nach 4 Tagen wurde die durch Sprossung vermehrte 
Hefe abzentrifugiert (5,05 g mit 85°/, Wassergehalt) und analy- 
siert (II). 

Die durch Sprossung vermehrte Hefe zeigte niedrigere Lipoidwerte, 


bei denen jedoch das Verhiiltnis der Sterine zu den Gesamtlipoiden keine 
Anderung erfahren hatte. 


ae Oe 1 


I. 
42,5 — 19,4 





= 32 od Pa 





Zur Bestimmungsmethode. 


A. Gesamtlipoide. Die Bestimmung des Gesamtlipoidgehaltes der 
Hefeproben erfolgte nach Autolyse und vorsichtiger Trocknung im Vakuum 
bei 40—50° mittels Atherextraktion im Mikroextraktor von G. Gorbach”), 

B. Sterine. Ausfiihrliche Angaben ,,iiber die quantitative Bestim. 
mung des Ergosterins und der Gesamtsterine in der Hefe“ enthilt die Mit- 
teilung’). Unsere vergleichenden Untersuchungen ergaben, daf sich fiir die 
volistiindige Erfassung der Gesamtsterine die Liebermann-Burchard. 
sche Farbreaktion als Grundlage fiir Messungen mit dem Colorimeter oder 
dem Pulfrich-Photometer besonders eignet, wenn die Freilegung der Sterine 
aus dem Zellmaterial durch schonende Vorbehandlung der Hefe vorgenommen 
wird. Dies erfolgt in zweckmibiger Weise dadurch, daB man die kolori- 
metrische oder stufenphotometrische Bestimmung in dem nach A erhaltenen 
Gesamtiitherextrakt durchfiihrt. Die so ermittelten Werte liegen stets be- 
deutend héher als die nach A. Heiduschka und H. Lindner?) bestimmten, 
oft auch héher als die auf gravimetrischem Wege gefundenen. 

C. Ergosterin. Die Bestimmung des Ergosterins in der Hefe ist 
mit groben Schwierigkeiten verbunden. Auch die von einigen Forschern 
angewandte spektrographische Methode ist nicht frei von Fehlern, da ins- 
besondere das im Steringemisch der Hefe enthaltene Neosterin nach H. Wie- 
land und G. A. C. Gough”’) ein Absorptionsspektrum zeigt, das demjenigen 
des Ergosterins sehr ihnlich ist. 

Zur Orientierung tiber den Ergosteringehalt verwendeten wir die Farb- 
reaktion von O. Rosenheim™) und J. H. Page*), deren Werte bei den 
von uns untersuchten Hefeproben im Mittel um 20°/, tiefer lagen als die 
nach Liebermann-Burchard im Atherextrakt ermittelten Zahlen. Als 
Beispiele fiir einen solchen Versuch mégen die in Tab. 16 zusammen- 
gestellten Werte (Fig. 2) dienen. 


Unsere Feststellung, da8 der Ergosterinanteil im Steringemiscl 
der Hefe rund 80°/, betragt, gilt selbstverstindlich nur fiir die 
bisher von uns gepriifte untergiirige Bierhefe Saccharomyces cere- 





2) Mikrochemie XII, 161 (1932). Eine fiir die Extraktion geringer 
Fettmengen geeignete Apparatur wurde auch von L. Titus u. V. W. Me- 
loche beschrieben: J. Ind. Eng. Chem. (Analyt. Ed.) 5, 286 (1933). 

3) Liebigs Ann. 482, 36 (1930). 

*4) Biochemie. J. 23, 47 (1929). 

*5) Biochem. Z. 220, 420 (1930). 
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y in Tabelle 16. 
hrte Reinzuchthefe mit 1,9°/, Gesamtlipoid- und 0,18 9, Steringehalt. 
aly- Agarboden, nihrstofflos. Behandlung mit Alkohol-Luftgemischen bei 
intermittierendem Evakuieren. 
erte, es 0/ . 
a — Wassergehalt ° Gesamt- /) Sterine 
Behandlung} Feuchtwert | °/, Wasser] _lipoide Gesamt | Ergosterin 
— ] ——— — — 
4 3,8 | 79 10,1 1,7 1,4 
14 85 | 18 19,9 4,5 3,6 
20 45 | 82 21,9 5,1 4,0 
der ‘ acc P 
uum visiae, Typus Frohberg, der Firma Reininghaus A.G. Bei der 
h*), Untersuchung von 15 verschiedenen Hefearten mittels der spektro- 
on graphischen Methode fanden M. Castille und E. Ruppol’) 
fit- 
r die 
ird- 
oder 
Tine 
men 
lori- : 
~ 
be- % 
ten, SN 
» ist 
1erD ; 
hie. Fig. 2. 
rie. I. Nach Liebermann-Burchard (Gesamtsterine). 
gen II. Nach Rosenheim-Page bestimmt (Ergosterin). 
arb- zwischen 63 und 95°/, Ergosterin als Anteil der Gesamtsterine. | 
den Ks wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, nachzupriifen, ob | 
“8 bei der Lipoidanreicherung in Hefen die Zunahme des Ergosterin- 
sie, gehaltes proportional derjenigen der iibrigen Sterine erfolgt. 
sch Automatische p,,-Regulierung bei der Lipoidanreicherung. 
die | Im Laufe unserer Untersuchungen iiber die Erhéhung des 
re- f Lipoidgehaltes von Hefekulturen auf porésen Unterlagen beob- 
ser achteten wir, daB nach kurzer Behandlungsdauer (z. B. 3 Tage, 
[e- vgl. 8S. 267, Tab. 19) eine Siéiuerung eintrat, die im Mittel dem 
: Py =4 entsprach. Eine vergleichende Bestimmung der Siure- 
stufen in der urspriinglichen Hefe (a), in einer lipoidreichen Hefe (b) 
sowle im dazugehérigen Agarboden (c) ergab folgendes: 
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a) Betriebs-Bierhefe (Reininghaus) wurde dreimal an der Zentrifuge 
mit Leitungswasser gewaschen; 4 g dieser Hefe suspendierte man in 96 cem 
destilliertem Wasser. Dann wurde die Suspension 30 Minuten geschiittelt, 
12 Stunden absitzen gelassen, dekantiert und zentrifugiert. Die colori- 


metrische px-Bestimmung nach L. Michaelis ergab: 6,0, 6,1, 6,2. Durch- 


schnittswert py = 6,1. 

b) Lipoidreiche Hefe (30°/, Gesamtlipoide; 8°/, Gesamtsterine), die 
2 Monate auf Agarbéden mit Alkohol—Luftgemischen vlna worden war, 
wurde in gleicher Weise wie die Ursprungshefe a fiir die py-Bestimmung 
vorbereitet. Beim Zentrifugieren der lipoidreichen Hefe muBte auf 100 ccm 
Gesamtfliissigkeit 1 cem Alkohol zugesetzt werden. Die colorimetrische 
Bestimmung ergab py = 3,8. 

c) Der Agarboden, auf dem die Hefe wiihrend 2 Monaten behandelt 
worden war, wurde mit wenig Wasser erwirmt (5 g Boden mit destilliertem 
ausgekochten Wasser auf 100 cem aufgefiillt) und zentrifugiert. Die colori- 
metrische Bestimmung zeigte in Ubereinstimmung mit b) den py-Wert = 3,8. 

Auch bei Verwendung verschiedener Narkotika, die der Hefe wihrend 
ihrer Lipoidanreicherung in Dampfform zugefiihrt wurden, erfolgte eine 
automatische Einstellung des pq in der Hefe und im Wiirze-Agarboden, 
wie aus der Tab. 17 ersichtlich ist. 


Tabelle 17. 








Dauer der Pp (Siurestufe) 
Narkotikum Einwirkung 


in Tagen der Hefe | des Bodens 























‘Salbeorenth" ohne Narkotikum 16 4,2 | 4,4 
a 16 — 4,2 
Essigsiure...... ee 16 3,7 | 3,8 
Acetaldehyd IT. ....... 30 — 4,3 
Preopyemenol 2.6 se Dt es 90 4,2 4,4 


Mit einer PreBhefe des Handels, die nur geringes Bestreben zur Lipoid- 
anreicherung zeigte, wurde der in Tab. 18 wiedergegebene Versuch durch- 


gefiihrt. 
Tabelle 18. 


Ottakringer PreBhefe (Kuffner A.-G.), nach ,,Angirung“ 10 mal mit Leitungs- 
wasser an der Zentrifuge gewaschen. Agarboden, nihrstofflos. I. Be- 
handlung mit Luft allein: a) im leeren Exsiccator; b) in einem mit Phos- 
phorpentoxyd beschickten Exsiccator. II. Behandlung mit Alkohol-Luft- 
gemischen bei intermittierendem Evakuieren. Versuchsdauer 10 Pci 

















: a os 
Case. Bedingungen Ww puvstigeailt, le pa des 
der | 0 Gesamt- 
Nr. Feucht- 0 ' Bodens 
Hefebehandlung wert Wasser | Sterine 
I a) Exsiccator, leer . 4,1 80 0,44 6,6 
b) Exsiccator (P,O,) 3,8 79 0,45 6,4 
IT Alkohol-Luft . . . 3,8 79 2,62 4,2 
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Aus unseren Versuchen (vgl. Tab. 17, 18, 21, 25) geht hervor, 
daB die Siuerung in den Agarbéden mit der Gegenwart von 
Alkohol in ursichlichem Zusammenhang steht. Dieser Alkohol 
kann entweder als solcher in Dampfform zugefiihrt werden oder 
aus einem zuckerhaltigen Nahrboden (z. B. Wiirze-Agar) durch 
Vergirung entstehen. In umfassender Weise haben H. Wieland 
und seine Schule das Problem der Dehydrierung unter dem Ein- 
flu8 von Hefen-Enzymen behandelt**). Es muB einer spiteren 
Gelegenheit iiberlassen bleiben, die in diesen u.a. Arbeiten ge- 
wonnenen Erkenntnisse fiir die Theorie der Lipoidbildung aus- 
zuwerten. Hier mégen noch die Ergebnisse einer Versuchsreihe 
(vgl. Tab. 19) mitgeteilt werden, bei der eine langsame Zunahme 
der Lipoidstoffe in den Hefekulturen beabsichtigt war, um auch 
in einem solchen Fall die Erhéhung der Aciditat beobachten zu 
kénnen. Zu diesem Zweck wurden die auf den Agarbéden befind- 
lichen Kulturen in den Anfangsstadien der Behandlung keiner 
intensiven Trocknung unterworfen, was sich an den nur langsam 
abnehmenden Feuchtwerten zeigt. Dementsprechend erfolgte auch 
die Lipoidanreicherung nur zégernd. Erst nach ungefihr 12 Tagen 
wurde fiir starkere Trocknung gesorgt (Absinken des Wasser- 
gehaltes der Hefe auf Werte unter 80°/,); infolge der anfangs 


Tabelle 19. 


Reinzuchthefe (Reininghaus). Agarboden, hergestellt durch Verteilung von 

3',°/, Agar-Agar in steriler, ungehopfter Bierwiirze. Anfangs nur selten 

evakuiert, um Trocknung zu verlangsamen. Dadurch war auch die Lipoid- 
jerome oases 



































Wassergehalt dP ai Bodenanalysen 
Page Feucht- | yi Gesamt- Gesamt- | Titrations- 
wert | Wasser | lipoide | sterine PH | aciditat2”) 
0 9,8 91 1,8 0,2 6,0 0 
3 8,6 89,5 8,3 1,1 4,2 14,4 
7 7,5 88 7.1 1,4 4,0 23,6 
14 3,9 79,5 12,7 2,9 4,0 42,4 
19 3,7 79 13,7 3,5 4,0 52,6 
28 33 | 7 — 5,0 3,8 54,8 
34 34 | 17,5 15,9 ote 3,8 53,8 








9) Vel. insbesondere H. Wieland u. O. B. Claren, Liebigs Ann. 492, 
183 (1982): H. Wieland u. D. Richter, Ebenda 495, 284 (1932); H. Wie- 
land u. F Wille, Ebenda 505, 70 ( (1933). 

7 Verbrauch an n/100-NaOH-Lésung in Kubikzentimetern pro 10 g 
Agarboden, der fiir die Bestimmungen mit destilliertem, ausgekochtem 
Wasser verdtinnt wurde. 
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verlangsamten Lipoidbildung erreichte diese jedoch auch in spiiteren 
Stadien nicht so hohe Werte wie bei regelrecht durchgefiihrtey 


Behandlung. 
Acetoinbildung im Agarboden. 


In aller Kirze mége hier auch die Beobachtung erwiihnt 
werden, daf sich im Laufe der von uns durchgefihrten Hefe. 
behandlung in den Agarbéden Dimethylketol (Acetoin) ansammelt, 


das durch Oxydation mit Ferrichlorid in Diacetyl iibergefiihrt** 
und als Nickeldimethylglyoxim quantitativ bestimmt werden kann” 
In Ubereinstimmung mit den Angaben von W. Dirscherl fanden 
auch wir bei Testbestimmungen reinen Acetoins nur gegen 87°) 
der theoretischen Werte. Daher beniitzen wir auch die Berech. 
nungsweise dieses Autors*°), um zu den wahren Acetoinwerten 
zu gelangen: 
Acetoin—Nickeldimethylglyoxim x 0,61 x 1,18. 

Die Zunahme des Acetoingehaltes in den Agarbéden ergibt 

sich aus der Zusammenstellung in Tab. 20. 


Tabelle 20. 


Reinzuchthefe nach Tab. 19 auf Wiirze-Agarbéden. Acetoingehalt 
in 10 g Boden. 





Tage 3 | T | 14 | 19 | 28 











mg Acetoin Spuren | 1,86 | 2,2 | 2,55 | 2,84 


Tabelle 21. 


Reinzuchthefe auf Wiirze-Agarbéden. Entwicklung von Girungsalkohol*') 
(bzw. Acetaldehyd durch Dehydrierung). Atmosphire von Propylalkohol 























im Reaktionsraum (vgl. Tab. 17). Versuchsdauer 90 Tage. 
°/, Gesamt- °, Gesamt- | P Hl oe ei rg 
lipoide sterine Hefe Boden Boden 
19,3 3,9 4,2 | 4,4 4,5 














28) Lemoigne, Annales Institut Pasteur 27, 871 (1913); C. r. Acad. 
Sci. 170, 131 (1920); 177, 652 (1923); A. Kluyver, H.I. L. Donker u. 
F. Visser’t Hooft, Biochem. Z. 161, 361 (1925). 

7%) C. B. van Niel, Biochem. Z. 187, 472 (1927); W. Dirscherl, 
Diese Z. 188, 235 (1930). 

%°) Diese Z. 188, 237 (1930). 

1) Uber die Bildung von Acetylmethylearbinol (Acetoin) bei der 
Girung vgl. C. Neuberg u. E. Reinfurth, Biochem. Z. 143, 553 (1923). 
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Bestimmung des Ni-Gehaltes im Nickel-Dimethylglyoximniederschlag: 
4,043 mg Tschugajewsche Verbindung ergaben nach Behandlung mit 
9 Tropfen konz. Salpetersiure und Glithen 1,049 mg NiO = 25,94°/,. Ni gef. 

20,38%, ber. 20,32°,. 
, Diesem Ergebnis zufolge hatte sich bei der Reaktion kein 
Propionin gebildet (Ni-Gehalt des entspr. Nickel-Diithylglyoxims 
= 17,02°/,). 

In keinem der untersuchten Agarbéden lieB sich Diacetyl 

feststellen. In den Hefekulturen selbst war weder Acetoin noch 


Diacetyl nachweisbar. 


Lipoidanreicherung und Glykogengehalt. 


Auf Grund einiger orientierender Versuche iiber den Glykogen- 
gehalt von Hefekulturen in verschiedenen Stadien der Lipoid- 
anreicherung scheint keine quantitative Beziehung zwischen diesen 
beiden Reservestoffen bei den von uns gewihlten Arbeitsbedin- 
gungen zu bestehen. Wir haben nimlich beobachtet, daB der 
Glykogengehalt im allgemeinen nur geringfiigige, nicht gerichtete 
Schwankungen zeigt, wiihrend eine stetige Erhéhung des Lipoid- 
gehaltes wasserarmer Hefekulturen auf porésen Unterlagen statt- 
findet. Beispiele finden sich in den Tab. 22—25. Die Glykogen- 
bestimmung erfolgte nach der Pfliigerschen Methode*’); die 
Glucose wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Tabelle 22. 


Betriebs-Bierhefe (Reininghaus) mit 1,8 °/, Gesamtlipoid- und 0,2 °/, Sterin- 
gehalt. Nicht gewaschene Kultur. Agarboden mit 5 °/, Rohrzucker. Die 
,Feuchtwerte“ sind Mittelwerte von je 2 Bestimmungen. 














Wassergehalt 0 
Tage = 10 eat: °/, Glykogen 
Feuchtwert | °/, Wasser sterine 
2 5,65 | 85 0,81 _ 
7 4,69 82.5 1,18 19,0 
24 3,97 80 3,27 18,7 
35 3,22 76 5,89 19,5 











Der Gesamtlipoidgehalt erreichte nach 35 Tagen 20,5°/,. Die Titrations- 
aciditit betrug nach dieser Zeit 33 cem n/100-NaOQH-Lésung pro 10 g Agar- 
boden (py = 3,8). Der Acetoingehalt entsprach am Ende des Versuchs 1,9 mg 
in 10 g Agarboden. 


32) Abderhaldens Biochem. Handlex. 2, 258, 259 (1911); vgl. H. Lun- 
din, Biochem. Z. 141, 327 (1923). 
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Tabelle 23. 


Betriebs-Bierhefe wie bei Versuch Tab. 20. Nach kurzer »Angirung™ mit 
ungehopfter Wiirze wurde mit n/100-Essigsiure gewaschen. Agarbodey 
mit 5°/, Rohrzucker. 








a aE ——— 


























Wassergehalt 0) 
Tage = . Renee ii * Gesamt- °/, Glykogen 
Feuchtwert | °/, Wasser sterine | 
1 3,99 | 80 _ 21,1 
3 4,29 | 81 0,64 19,5 
8 4,05 | 80 1,82 18,9; 19,5 
18 4,11 | 80,5 2,59 20,0 
40 3,69 kiy 5,30 20,2 








Die Titrationsaciditit erreichte am Ende desVersuchs 31 cem n/100-NaOH. 
Losung pro 10g Agarboden (py = 4,0); der Acetoingehalt 1,74 mg in 10¢ 
Agarboden. 

Tabelle 24. 


Reinzuchthefe nach Tab. 10 in Atmosphiire von Para-Nitrotoluol 
27 Tage behandelt. 








Tage | 3 | 7 | 10 | 16 21 27 








, Glykogen | 19,2 | 17,2 18,3 | 19,2 18,0 18,8 














Etwas gréBere Schwankungen der Glykogenwerte ergaben sich bei 
dem in Tab. 25 dargestellten Versuch. 


Tabelle 25. 


Reinzuchthefe (Reininghaus). Nihrstoffloser Agarboden. Behandlung mit 
Alkohol—Luftgemischen bei intermittierendem Evakuieren. 





























Wassergehalt “lo , Bodenanalyse 
‘ a 0 | o—, 
Tage Feucht- ". Gesamt Glykogen | Titrations- 
0 9,6 90,5 0,2 18,5 7 | 
7 4,4 81,5 4,8 17,6 42 | 136 
a. 14 3,9 79,5 7,5 20,6 42 | 18,4 














Uber die zuletzt erwihnten Beobachtungen (Saure- und Acetoin- 
bildung, Glykogengehalt bei der Lipoidanreicherung) soll in einer 
spater folgenden Mitteilung noch ausfiihrlicher berichtet werden. 


8) Verbrauch an u1/100-NaQH-Lésung in Kubikzentimetern pro 10 ¢ 
Agarboden. 


in 


det 
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SchluBbemerkungen. 


Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen ist die groBe 
Bedeutung des Wassergehaltes von Hefekulturen fiir ihre Bereit- 
schaft zur Lipoidbildung zu ersehen. Man kénnte diese Beob- 
achtungen als quantitative Bestatigung einiger qualitativ bekannter 
Tatsachen aus der Physiologie héherer Pflanzen auffassen. So ist 
7. B. die Fettbildung in den sog. Olsamen ein Vorgang, der sich 
bei abnehmendem Wassergehalt abspielt. Bei der Keimung im 
wasserreichen Medium yverwandelt sich das Ol in Stiirke und bei 
kiinstlich erfolgendem Wiederaustrocknen geht Kohlehydrat in 
Fett tiber. Ein anderes Beispiel bieten die sog. Fettbiiume (Tilia, 
Betula u. a.) in deren Holz und Rinde im Winter bedeutende Fett- 
mengen gespeichert werden, die vor dem Austreiben im Frihjahr 
wieder groBenteils in Stirke iibergehen**), G. Klein hat solche 
Erscheinungen folgendermaBen gekennzeichnet**): ,,Die jeweils 
vorhandene Menge Wasser reguliert das Gleichgewicht Kohle- 
hydrat ~«—> Fett“. K. Linsbauer *) erblickte ,,im Vorhandensein 
von Fett an Stelle der stark quellbaren Stirke oder des osmo- 
tisch kriftig wirkenden Zuckers eine Anpassung an unzureichende 
Wasserversorgung“, Besondere Beziehungen zu dem von uns in 
Angriff genommenen Arbeitsgebiet scheinen die umfangreichen 
neueren Untersuchungen von Heinrich Walter®*‘) tiber den osmo- 
tischen Wert der Pflanzen zu besitzen. In unserer niichsten Mit- 
teillung, die von den Zusammenhiingen der Lipoidbildung mit 
dem N-Stoffwechsel und dem Wassergehalt von Hefekulturen 
handelt, sollen auch die wichtigen Befunde von H. Walter ein- 
gehend beriicksichtigt werden. 

Die Untersuchungen werden nach allen Richtungen fort- 
gefiihrt und auch auf andere Hefearten ausgedehnt. 


Herrn Dr. F. Bilger, der seit nunmehr 3 Jahren viel Zeit und Miihe 
auf die sorgfiltige Ausfiihrung zahlreicher Analysen und Serienversuche 
verwendet hat, méchte ich hierfiir meinen herzlichsten Dank aussprechen. 


*) Alfred Fischer, ,, Beitriige zur Physiologie der Holzgewiichse“, 
Jb. Bot. 22, 73 (1890); vgl. auch F. Weber, ,,Untersuchungen iiber die Wand- 
lungen des Stirke- und Fettgehaltes der Pflanzen“, Sitzgsber. Akad. Wiss. 
Wien, Math.-naturwiss. Kl. 118, II, 967 (1909). 

*°) ,, Handbuch der Pflanzenanalyse“, Bd. II, 675 (1932). Verlag J.Springer 
in Wien. 

%) Zit. nach F. Weber, a. a. O., S. 1028 (62). 

*’) Die Hydratur der Pflanze und ihre physiologisch-dkologische Be- 
deutung“. Verlag Gustav Fischer in Jena, 1931. 
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Aufrichtig danke ich auch Herrn Capt. F. Jarka, Prisident der Jarka Cor. 
poration in New York, fiir seine uneigenniitzige und tatkriftige Unter. 
stiitzung unserer Untersuchungen. Ebenso sind wir der Firma Briider Rei. 
ninghaus A.-G. in Graz, sowie insbesondere deren Betriebsleiter, Herrn Dr. 
K. Rottmann, fiir wertvolle Hilfe und Mitarbeit zu groBem Dank ver. 
pflichtet. SchlieBlich danke ich auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dr, 
Hans Lieb fiir die wirksame Férderung unserer Arbeiten. 


Zusammenfassung. 

I. Fiir eine untergirige Bierhefe, Typus Frohberg, wurden 
jene Bedingungen der Behandlung ermittelt, unter denen die Lipoid- (AN 
bildung in einem GroBteil der Zellen zur Hauptreaktion wird. 

II. Es wird ein kombiniertes Verfahren beschrieben, nach dem 
eine Steigerung des Gesamtlipoidgehaltes von Hefekulturen auf 
den rund 20 fachen Betrag und eine Erhéhung des Steringehaltes Py 
auf den rund 60fachen Betrag der urspriinglichen Lipoidwerte | 
ermoéglicht wird. 

III. Als wesentliche Vorbedingung fiir eine reichliche Lipoid- 
bildung in der Mehrzahl aller Hefezellen wird ein Wassergehalt 
der Suspension unter 85°/, erkannt. 

IV. Auf Grund der Analysenergebnisse vieler Dutzende von 
Versuchen konnte fiir untergiirige Bierhefe eine Parallelitit von § 
Fett- und Sterinbildung unter den beschriebenen Arbeitsbedin- §f 
gungen zahlenmiBig bewiesen und graphisch dargestellt werden. 

V. Bei der Lipoidanreicherung auf festen Unterlagen nimmt 
der Gehalt an Sterinen rascher zu als derjenige der Glyceridfette. 
Der Ergosterinanteil der Steringemische aus untergiriger Bierhefe, 
Typus Frohberg (der Brauerei Reininghaus A.-G.), lag im Mittel 
bei 80°/,. 

VI. Die Séuerung der auf Agarbéden behandelten Hefe- 
kulturen zeigt einen raschen Anstieg; nach wenigen Tagen findet 
man in der Hefe und im Agarboden einen p,, bei 4,2, der spiter 
meist bis 3,8 absinkt (Mittelwert p,, = 4). : 

VII. Der Glykogengehalt der untersuchten Bierhefekulturen 
blieb wihrend der Behandlung auf festen Unterlagen (Agarbéden) 


praktisch konstant. Wahrend der Lipoidanreicherung sammelte —  s¢ 
sich in den Agarbéden Acetylmethylcarbinol (Acetoin) an. al 
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Antiskorbutische Wirkung des Kammerwassers. 
Von 
H. Kawachi. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochem. Institut der Medizin. Fakultét der Kaiserlichen Universitat zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1934.) 


Seit dem Jahre 1928 ist uns durch Untersuchungen von 
Prof. Y. Kotake und M. Nishigaki?) bekannt, da eine besondere 
reduktionsfahige Substanz im Kammerwasser des Auges vor- 
kommt. Sie bildet leicht ein besonderes Osazon, das sich infolge 

















, ' . TEE Basatliar . 
i ca . + 2c¢cm Kammnnwassce 
4 8 - 7) + Su 
om ~—e—-4 —¢ —3o— a > 26 4 4 
4+ U Up a 
5 Ok e \ = rd eo hem Shor butpecchan 
i i \ p~l vai a 
Fate \ TaN Pa Ff 0 a 
iat wane 5 * Fd Ye e~* “ 7 
~ 300k , fw ian rH / \ yr [ 
. xf) ae ” sii * {\/ la 
. A ‘ie \ / XO ~e/ “er / 
tl 7 * yp rents PX 
aja? joa \ , * y, ~ Po - ¢ 
S25h | Ae y \ die Te 
™m GA / \ \ a 
oY / wes 
«<t - — ‘a % \ ; : 4 
\e “+ Lickla Shobid 
i 
15 0Pr | 
° + shkwerer Sborbud 
n i 1 n L n ' 
70 20 JO #0 30 EO FO 
~~ Age 


seiner Léslichkeit in verdiinnter Carbonatlésung ganz leicht von 
anderen Osazonen, insbesondere vom Glucosazon trennen lait. 
Dieses Osazon, das Vitamosazon’), ist nichts anderes als das 
Osazon des Vitamins C, und zwar stellt es nicht mehr ein Lacton 


1) Diese Z. 219, 224 (1933). 
*) Vitamosazon ist auch leicht aus kiuflichen Vitamin C-Priaparaten 


darzustellen. 
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dar, sondern ein Pyrazolonderivat. Die Bildung des Vitamosazons 
aus dem Kammerwasser beweist also ohne weiteres das Vor- 
kommen des Vitamins C in ihm. Der Sicherheit halber habe ich 
an Meerschweinchen mit dem Kammerwasser aus Ochsenaugen 
den skorbutverhiitenden Versuch ausgefiihrt, wobei zur Bereitung 
der Basaldiit das Rezept von Sherman, La Mer und Camp- 
bell*) benutzt wurde. Die Ergebnisse habe ich einfach in Kurven 
dargestellt. 

Ich habe denselben Versuch an mehreren Individuen durch- 
gefiihrt, jedoch waren alle Ergebnisse im groBen und ganzen gleich. 

Alle Tiere, welchen die Basaldiiit gegeben wurde, zu welcher 
ttber 5,0 ccm Kammerwasser pro Tag zugesetzt war, blieben 
gesund, wenn auch das Kérpergewicht im Vergleich zu den Kontroll- 
tieren, die die Basaldiiit und 12 ¢ frische Gemiise pro Tag be- 
kamen, etwas niedrig war. Die beim Versuch gestorbenen Tiere 
zeigten alle einen mehr oder weniger deutlichen Skorbutbefund, 
vor allem eine Anschwellung und Blutung im Kniegelenk und 
eine auffallende Gewichtsabnahme. 

Das Kammerwasser des Ochsenauges war demnach, in hin- 
reichender Menge gebraucht, imstande, an Meerschweinchen den 
Skorbutausbruch zu verhiiten. Wenn man aus meinen Ergebnissen 
die kleinste wirksame Menge ausrechnen will, so entspricht sie 
ungefihr 1 mg Vitamin pro Tier pro Tag. (Die Menge des 
Vitamins C wurde hierbei durch Titration mit 2,6-Dichlorphenol- 
indophenol bestimmt. Ich fand in meinen Versuchen durchschnitt- 
lich 0,211 mg in 1 com Kammerwasser.) 





8) J. Amer. Chem. Soc. 44, 165 (1922). 
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Uber die Konstitution des Vitamosazons. 


Von 


K. Tatematsu, K. Nogi und A. Yoneda. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Universitit zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1934.) 


Prof. Y. Kotake hat gemeinschaftlich mit Nishigaki') und 
anderen Schiilern sowohl durch chemische Untersuchungen wie 
durch Tierexperimente*) festgestellt, daB Vitamin C im Kammer- 
wasser des Auges (und in der Cerebrospinalfliissigkeit) vorkommt. 
Er bediente sich dabei zum chemischen Nachweis seines Osazons, 
des Vitamosazons, das leicht aus dem erzeugten Bleiessignieder- 
schlag bereitet wird. 

Die Analysenzahlen des Vitamosazons entsprechen vollig der 
Zusammensetzung des Osazons des Ascorbinsiurelactons. Merk- 
wirdigerweise nimmt jedoch Vitamosazon schon in Natrium- 
carbonatlésung unter Entwicklung von Koblensiure 1 Atom Natrium 
auf und krystallisiert in Prismen. Diese Verbindung stellt kein 
Natriumsalz der freien Siure dar, sondern die Verbindung hat 
einfach ein Wasserstoffatom des Osazons durch Natrium aus- 
getauscht und bildet beim Ansiuern, sogar bei Sittigung mit 
Kohlensaure, wieder Vitamosazon zuriick. Vitamosazon geht auch 
durch EKinwirkung von Diazomethan eine Monomethylverbindung 
(Schmelzp. 114—116°) ein, was mit einer einfachen Osazonformel 
mit Lactonring nicht iibereinstimmen wiirde. Wir haben uns also 
unter Leitung von Prof. Kotake mit der Struktur des Vitamosa- 
zons beschiftigt und sind zu folgenden Ergebnissen gekommen. 


Experimentelles. 


Wir haben versucht, unsere Frage durch eine Analogie zu lisen. Es 
wurde zuniichst nach der Vorschrift von Wolff’) sowie Wolff und Liitt- 
ringhaus‘) eine SubstanzI synthetisiert und untersucht. Diese Verbindung 
vom Schmelzp. 242° ist rot gefiirbt; da sie aber, im Gegensatz zum,Vitamosazon, 
in Natriumearbonat nicht léslich war, wurde sie mittels Natronlauge in 
Lisung gebracht. 





1) Diese Z. 219, 224 (1933). *) H. Kawachi, noch nicht publiziert. 
*) Liebigs Ann. 291, 226 (1896). ‘) Liebigs Ann, 312, 155 (1900). 
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7 g Substanz wurden in 200 ccm 5°/, iger Natronlauge unter Erwiirmen 
gelést und vom Ungeldsten filtriert. Aus dem Filtrat schied sich beim 
Ansiiuern mit Essigsiiure eine gelbe nadelférmige Substanz aus, die nach 
Umkrystallisieren aus Wasser 4 g betrug und bei 151° schmolz. 


3,430 mg Subst.: 8,248 mg CO,, 1,450 mg H,O. — 2,668 mg Subst.: 
0,437 eem N (20,8°, 761,3 mm). 
C,,H,,0O.N, Ber. C 65,31 H 4,76 N 19,05 
Gef. ,, 65,54 ,, 4,70 ,, 19,06. 





Die auf diese Weise gewonnene Substanz II war also bei gleicher 
Zusammensetzung nicht mehr die urspriingliche, sondern eine isomere, 
welcher auf Grund der nachfolgenden Untersuchungen die Struktur IT zu- 
kommen muB8. 


Allein dies spricht schon dafiir, dab auch Vitamosazon héchst- 
wabrscheinlich keinen Lactonring, sondern einen Pyrazolonring 
besitzt. Dementsprechend iahneln die EKigenschaften der Sub- 
stanz II denen des Vitamosazons. 


Sie lést sich leicht in Natriumcarbonatlésung unter Befreiung von 
Kohlensiiure, um beim Durchleiten von Kohlensiiure sich wieder aus- 
zuscheiden. Sie bildet bei Einwirkung von Diazomethan ein Monomethy]l- 
derivat. 

8 g Substanz wurden in Aceton gelést und in eine dtherische Lésung 
des iiberschiissigen Diazomethans eingebracht. Die Mischung firbte sich 
bald rot und entwickelte lebhaft Stickstoffgas. Am anderen Tag wurden 
die Lésungsmittel verjagt. Der Riickstand wurde dann in Chloroform 
gelést und mit verdiinntem Alkali ausgeschiittelt, um die nicht umgesetzte 
Substanz zu beseitigen. Das Chloroform hinterlieB beim Verdunsten eine 
gelbe nadelférmige Substanz, die nach Umkrystallisieren aus Alkohol 2,5 g 
betrug und bei 134° schmolz. 


8,444 mg Subst.: 8,412 mg CO,, 1,597 mg H,O. — 2,779 mg Subst.: 
0,439 cem N (21,5°, 765,4 mm). 


C,,H,,0.N, Ber. C 66,23 H5,19 N 18,18 
Gef. ,, 66,61 ,, 5,22 ,, 18,09. 


Die Methylverbindung wurde in 50°/,igem Alkohol unter Erwirmen 
gelést, mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsiure versetzt, 3 Stunden 
lang auf dem Wasserbade erhitzt und abgekiihlt, wobei sich eine krystalli- 
nische Substanz ausschied, die nichts anderes als die urspriingliche war 
und, gemischt mit der letzteren, keine Schmelzpunktsdepression zeigte. 
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Zur Feststellung der oben angegebenen Pyrazolonstruktur der Sub- 
stanz II haben wir weiter nach der Vorschrift von Knorr®) eine Substanz III 
synthetisiert und daraus durch Reduktion und nachfolgende Oxydation 
Rubazonsiure dargestellt. Diese wurde mit einer durch dieselbe Behand- 
lung aus Substanz II gewonnenen Siure verglichen. 


CH, CH, CH, 
Loud C=N n= C=N 
Soe 8 ape 
_ ? 2 oo oS 2 
ee epi.) , i ee) 


IIT Rubazonsiure 


Substanz II wurde in Eisessig gelést, durch Zinkpulver reduziert, mit 
Wasser verdiinnt und nach Zusatz von Eisenchlorid in einer kleinen Menge 
iiber Nacht stehengelassen, wobei ein brauner Niederschlag entstand. Er 
zeigte beim Auflésen in Wasser eine violettrote Farbe, die sich bei Zusatz 
von Ammoniak in violett verinderte. Er zeigte auch beim Zusatz von 
Natronlauge eine violette Farbe, die beim Erwirmen in gelb umschlug. 

Alle diese Eigenschaften stimmen in wesentlichen Punkten mit denen 
der Rubazonsiure iiberein, so da8 Substanz II ein Pyrazolonderivat sein mub. 


Bemerkenswerterweise gibt auch Vitamosazon bei der Behand- 
lung mit Zink rubazonsiureihnliche Farbenreaktion, wie folgt: 
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5) Liebigs Ann. 238, 189 (1887). 
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Die Farbe des Vitamosazons verschwindet in Essigsiure (50°) ) 
beim Zusatz von Zinkpulver. Die Liésung zeigt eine violettrote 
Farbung, wenn sie nach Beseitigung vom Zink mit Natronlauge 
bis zur schwach sauren Reaktion versetzt wird. Beim weiteren 
Zusatz von Natronlauge farbt sie sich violett und beim Erhitzen gelh), 

Aus dem Erwahnten kommt man zwanglos zu der Annahme, 
daB Vitamosazon ein Pyrazolonderivat darstellt und folgender- 
maBen aus dem zuerst gebildeten roten Osazon, das wahrschein- 
lich Lactonformel besitzt, durch eine Umlagerung gebildet wird, 
die bei Behandlung mit Natriumcarbonat stattfindet. Unser Er- 
gebnis spricht also auch dafiir, daB Ascorbinsiure in der aus den 
Geweben und den KGrperfliissigkeiten bereiteten Lésung wenigstens 
vorwiegend in Lactonform existiert. 

Wir méchten darauf hinweisen, da’ Vitamosazon®) fiir den 
Nachweis des Vitamins C sehr geeignet ist, besonders deshalh, 
weil es sich durch eine Probe nach Prof. Kotake’) ganz leicht 
von anderen Osazonen unterscheiden liBbt. 


®} DaB der Drehwert verschiedener Priparate von Vitamosazon unter. 
einander oft sehr abweicht, ist wohl dadurch zu erkliren, daB die Konfi- 
guration des C, bei der zu seiner Einstellung nétigen alkalischen Reaktion 
besonders leicht schwankt. 
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Die hyperglykogendmische Kurve 
und ihre Abhangigkeit von der Milz. 


Von 


E. 8. London und J. B. Entin. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus der Abteilung fiir Patho-Physiologie des Stoffwechsels 
des Staatsinstituts fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mai 1934.) 


I. 

Durch direkte Versuche an Hunden wird von uns zum ersten 
Male festgestellt, daB eine Glykoseeinfiihrung per os nicht nur 
eine hyperglykimische, sondern auch eine hyperglykogenimische 
Kurve zur Folge hat. Durch bedeutend zahlreichere Beob- 
achtungen an Menschen ist das namliche konstatiert worden, 
wortber in Kiirze in der klinischen Literatur unter Hinweis auf 
die klinische Bedeutung der erhaltenen Zahlen Mitteilung ge- 
macht werden wird. Die an sieben normalen Hunden angestellten 
Beobachtungen ergaben gleichartige Resultate, welche in Tab. I 
zusammengestellt sind. 

Das Blut fiir die Analyse wurde stets der A. femoralis ent- 
nommen. Das Glykogen wurde nach einem Verfahren bestimmt, 
das sich auf die Pfliigersche Methode?) griindet. Nach Entnahme 
des Blutes zum Kontrollversuch wurde dem Hunde per os eine 





























Tabelle I. 

Nr. Cer Sie Nach der Zuckergabe 
des Hundes | Zuckergabe 15’ 30’ 45’ 
I 19,2 39,0 35,3 24,2 
II 12,3 21,2 18,0 15,2 
III 8,0 18,0 15,2 | 9,1 
IV 20,0 30,6 22,9 | 21,2 
IVa 21,6 32,1 23,7 | 22,6 
V 23,3 39,2 32,0 | 24,5 
Va 26,8 43,2 30,1 | 28,4 
Vb 21,6 32,0 34,0 | 22,3 
VI 7,8 17,6 16,4 6,4 
Via 8,5 15,3 15,3 | 10,8 
Vil 17,3 26,4 28,0 | 19,4 
Vila 20,2 29,5 28,6 | 23,0 





1) Vgl. E.S. London u. N.P. Kotschneff, Arch. f. exper. Path. 
170, 385 (1933). 
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Lésung von 50 g Glykose in 200 com Wasser verabreicht. Die 
Versuchsproben wurden dann 15, 30 und 45 Minuten nach der 
Zuckerzufuhr entnommen. Die Zahlen geben Milligramm-Prozent an, 

Aus den Daten der Tab. I ist folgendes ersichtlich: 

1. Der Glykogengehalt des Blutes des niichternen Hunde; 
schwankt innerhalb recht weiter Grenzen — zwischen 8 (Hund II] 
und 26,8 (Hund V) mg-°/,. Das sind individuelle Schwankungen, 
bei einem und demselben Hunde jedoch sind die Schwankungen 
unbedeutend. So erhielten wir beim Hunde Nr. IV einmal 20,0 
und ein anderes Mal 21,6 mg-°/,, beim Hunde Nr. V an einem 
Tage 23,3, an einem anderen Tage 26,8 und an einem weiteren 
Tage 21,6 mg-°/,; ebenso wurden beim Hunde Nr. VI die Zahlen 7,3 
und 8,5, und schlieBlich beim Hunde Nr. VII 17,3 und 20,2 mg-°/, 
erhalten. 

2. In allen 12 Fallen gab die Zuckerzufuhr einen starken 
Anstieg des Glykogengehaltes im peripheren Blute, wobei in 
10 Fallen das Maximum des Anstieges in den Zeitpunkt 15 Min. 
nach der Zuckerzufuhr fiel (vgl. Fig. 1) und nur in 2 Fallen nach 
1/, Stunde eintrat. Nach 45 Min. wurden Zahlen erhalten, die 
den Normalwerten schon ziemlich nahe waren. 

3. Wiederholte Zuckerzufubr ergab vollkommen gleiche Kurven 
(vgl. z. B. Fig. 2, welche sich auf die Versuche IV und IVa bezieht). 


Il. 

Aus den Versuchen an angiostomierten Hunden haben wir er- 
fahren, daB das Glykogen, welches von der Leber und den Muskeln 
ins Blut des Hundes ausgeschieden wird, von 3 Organen — vor 
allem von der Milz und ferner auch von den Lungen und dem 
Hirn — konsumiert wird. Es lie sich nun a priori erwarten, 
daB bei Beseitigung des Hauptkonsumenten des Glykogens, der 
Milz, der Glykogenspiegel des Blutes ansteigen miisse, und daf 
ferner eine Zuckerbelastung eine hyperglykogenimische Kurve 
zur Folge haben miisse, welche sich langsamer, als in der Norn, 
ausgleichen wiirde. 

Beide Erwartungen gingen in Erfillung. Bei einem Hunde 
wurde bei normalem Glykogengehalt von 7,4—8,5 mg-°/, derselbe 
schon durch die bloBe Exstirpation der Milz bis zu 22,3 bis 
27,7 mg-°/, gesteigert und bei einem anderen Hunde von 17,3 
und 20,2 bis zu 45,4—42,5—38,0. Die Zuckerbelastung rief bei 
dem ersten Hunde, bei welchem die Kurve bis 85,1—88,0 an- 
gestiegen war, einen weiteren Anstieg derselben bis 53,8—55,6 mg-°/, 
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Die hervor. Ferner kam die Kurve, nachdem sie sich, wie in der 
der [ Norm, bereits nach 15 Minuten bis zum Maximum erhoben hatte, 
an, — selbst nach 60 Minuten noch nicht zur Norm zuriick. Dieses alles 

ist aus der Tab. II, sowie aus der Fig. 2 und 3 klar ersichtlich. 
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Tabelle I. 








Nr Vor der Nach der Zuckergabe 





des Hundes | Zuckergabe | 45/ 








In normalem Zustand 
VI 17,6 | 16,4 | 
Via 153 | 1538 | 
Nach Entfernung der Milz 
VIb 244 | 85,1 
Vie 31,2 | 880 
In normalem Zustand 
VII 26,4 | 28,0 
Vila 29,5 28,6 
Nach Entfernung der Milz 
VIIb 50,6 | 
Vile 47,6 | 
ViId 44,2 














Ergebnisse. 
1, Kine Zuckerzufubr ruft eine charakteristische hyper- 
glykogenimische Kurve hervor. 
2. Nach einer Splenektomie erhéht sich der Glykogenspiegel 
des Blutes und die hyperglykogenimische Kurve verlangert sich. 











